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Resumen 
 
There is an ongoing and unmet need for new anti‐neoplastic drugs to combat cancer as we face 
the  reality  that  certain  types  of  cells  are  resistant  to  current  chemotherapeutic  treatments 
(Shyng‐Shiou  et  al.  2002). Acetogenins  (ACGs)  are  a  group of  secondary metabolites  isolated 
from  species  of  the  Annonaceae  exhibiting  a  broad  range  of  biological  properties,  including 
cytotoxic, antitumoral, antiparasitic and antimicrobial (Bermejo et al. 2005). 
Mechanism of action studies have demonstrated that ACGs are among the most potent known 
inhibitors  of  the  mitochondrial  Complex  I  (NADH:ubiquinone  oxidoreductase).  Despite 
substantial work exploring  the  cytotoxic activity of  these  compounds on  tumor  cell  lines,  the 
correlations between their inhibitory potential with respect to the mitochondrial Complex I and 
cytotoxicity have not been  readily apparent  (Royo et al. 2003; Tormo et al. 2005). ACGs have 
also  been  described  as  inducers  of  apoptosis,  although  the  mechanisms  and  factors  that 
modulate their efficacy against cancer cells are yet unknown.  
In  the present  studies, we have used  rotenone, a  classical  inhibitor of Complex  I, as a model 
compound.  Irreversible  binding  and  inactivation  of  Complex  I  of  the mitochondrial  electron 
transport  chain  results  in  inhibition  of  oxidative  phosphorylation  and  reduced  energy 
metabolism (Isenberg et al. 1999). Furthermore, said inhibition has been shown to increase ROS 
formation,  reduce  ΔΨm  and  produce  a  characteristic  nuclear morphology  typically  associated 
with apoptosis. 
We describe herein the in vitro cytotoxic activity of 18 ACGs on six tumoral and two normal cell 
lines. Based on binding characteristics to Complex I and antiproliferative potency, four of these 
compounds  (cherimolin‐1,  motrilin,  laherradurin  and  rolliniastatin‐1)  were  selected  to  study 
their effects on  the apoptotic  cascade  in direct  comparison with  rotenone. We observed  that 
ACGs were potent  inducers of apoptosis  in HepG2 cells, although  they do not do so all  in  the 
same time frame; we show for example that rolliniastin‐1 induces cell death after only one hour 
of incubation whereas the effects by laherradurin are not apparent until 24 hours of treatment.  
In addition, to further scope out the therapeutic potential of this class of compounds, we have 
evaluated  a  first measure  of  biological  safety  of  ACGs  by  detailing  their  behavior  on  three 
cardiac ion channels (hERG, Nav1.5, Cav1.2). Our results show that these compounds are able to 
compete with ligands of these channels, but their effect on their functionality is very limited. 
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Abreviaturas 1 
 
ACG    Acetogenina  
NT    No tumoral 
CTE    Cadena Transportadora de Electrones 
UQ     Ubiquinona 
CoQ     Coenzima Q  
UQH2    Ubiquinona reducida  
EROs    Especies Reactivas de Oxigeno  
PPTM     Poro de Permeabilidad Transitoria Mitocondrial 
Δψm    Diferencia Potencial Mitocondrial 
DR       (del inglés, death receptors) 
ATP    Adenosín‐Tri‐Fosfato 
ADP    Adenosín‐Di‐Fosfato 
CASPASA    (del inglés, Cysteine‐Aspartate Proteases). 
CADV    Canal Aniónico Dependiente De Voltaje 
TNA    Translocador de Nucleótidos de Adenina 
RPB    Receptor Periférico de Benzodiacepinas 
UCM     Uniportador de Calcio Mitocondrial  
AIF    Factor de Inducción de Apoptosis (Apoptosis Induction Factor) 
Apaf‐1     (del inglés Apoptosis protease‐activating factor‐1) 
CYA    Ciclosporina A 
[Ca2+]m     Concentración de Calcio Mitocondrial 
[Ca2+]c    Concentración de Calcio Citosólico 
INa    Corriente de sodio 
ICaL    Corriente de calcio, canal tipo L 
IKr    Corriente rápida de potasio  
PA    Potencial de Acción 
hERG    (del ingles, human ether‐à‐go‐go‐ related gene) 
LDH    Lactato Deshidrogenasa 
C‐DCDHF‐DA  Diadetato de 6‐carboxi‐2’,7’‐diclorodihidrofluoresceína‐diacetoximetilo) 
DHE    Dihidroetidio 
JC‐1    Ioduro de 5,5’,6,6’‐tetracloro‐1,1’,3,3’‐tetraetil benzamidazolocarbocianina 
PI    Ioduro de Propidio 
DMSO    Dimetilsulfóxido 
RLU    Unidades Relativas de Luminiscencia 
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1. ACETOGENINAS DE ANNONACEAS (ACGs) 
Las ACGs  constituyen una  familia de metabolitos  secundarios aislados exclusivamente de especies de 
Annonaceae, plantas ampliamente extendidas en regiones tropicales y subtropicales. Las ACGs muestran 
múltiples actividades biológicas, entre  las que destacan sus propiedades citotóxicas, antiparasitarias e 
insecticidas (Zafra‐Polo et al. 1996). 
La  primera  acetogenina  descrita,  uvaricin,  fue  obtenida  en  1982  a  partir  de  las  raíces  de  Uvaria 
acuminata (Jolad et al. 1985). En la actualidad se conocen más de 400 ACGs, todas ellas de especies de 
la familia Annonaceae, por  lo que reciben el nombre genérico de acetogeninas de annonáceas (ACGs). 
Las   especies a partir de  las que se han aislado estos compuestos pertenecen a un grupo reducido de 
géneros  dentro  de  esta  familia:  Annona,  Asimina,  Disepalum,  Goniothalamus,  Polyalthia,  Porcelia, 
Rollinia,  Xylopia y Uvaria (Bermejo et al. 2005). 
Las ACGs constituyen una  familia de productos naturales de 35/37 átomos de carbono que  tienen  su 
origen  en  la  vía  de  los  poliacetatos  a  partir  de  acetil‐CoA.  Están  constituidas  por  una  larga  cadena 
alquílica cuyo extremo terminal presenta habitualmente una γ‐metil‐γ‐lactona α, β‐insaturada. Sobre la 
cadena hidrocarbonada presentan generalmente uno, dos, o raramente tres, anillos tetrahidrofuránicos, 
anillos epoxídicos o dobles enlaces (Tormo et al. 1999).  
En la presente tesis se han utilizado 7 grupos estructuralmente distintos de ACGs naturales, incluyendo 
algunos derivados semisintéticos: 
 ACGs bis‐tetrahidrofuránicas adyacentes con γ‐lactona saturada β‐hidroxilada: laherradurin. 
 
 
 ACGs bis‐tetrahidrofuránicas adyacentes con γ‐lactona saturada "tipo iso": iso‐rolliniastatin‐1. 
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 ACGs bis‐tetrahidrofuránicas adyacentes con γ‐lactona α,β insaturada:  squamocin, 
rolliniastatin‐1, motrilin, guanaconetin‐1, guanaconetin‐3 y guanaconetin‐4. 
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 ACGs bis‐tetrahidrofuránicas no adyacentes con γ‐lactona α,β insaturada: almuñequin, 
cherimolin‐1 y aromin. 
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 ACGs mono‐tetrahidrofuránicas con γ‐lactona saturada "tipo iso":  iso‐annonacin e  
iso‐annonacinona. 
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 ACG mono‐tetrahidrofuránicas con  γ‐lactona  α,β  insaturada  α,α‐dihidroxiladas: annonacinona, 
annonacin y annonacin‐A. 
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 ACGs mono‐tetrahidrofuránicas con γ‐lactona α, β insaturada α‐monohidroxiladas: 
gigantetronenin y densicomacin. 
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Dependiendo del origen vegetal del cual fueron aisladas, se pueden clasificar en 7 subgrupos: 
o ACGs  aisladas  a  partir  de  Annona  aff.  spraguei.  Guanaconetin‐1,  guanaconetin‐3  y 
guanaconetin‐4  fueron aisladas de las semillas de la especie colombiana Annona aff. spraguei. 
o ACGs  aisladas  a  partir  de  Annona  cherimolia.  Annona  cherimolia,  más  conocida  como 
“chirimoya”,  es  una  fruta  comestible  originaria  de  Perú  y  cultivada  en  diversas  regiones  del 
mundo. Estudios químicos previos sobre  las semillas de esta planta, cultivada en una pequeña 
área pseudo‐tropical del sur de España, en  la costa de Granada, dieron  lugar al aislamiento de 
laherradurin, motrilin, almuñequin y cherimolin‐1.  
o ACGs aisladas a partir de Rollinia mucosa. Rolliniastatin‐1  fue extraída desde  semillas de esta 
especie colombiana. Iso‐rolliniestatin‐1 fue un iso‐derivado obtenido a partir de rolliniestatin‐1. 
o ACGs  aisladas  a  partir  de  Annona  densicoma.  De  las  semillas  de  Annona  densicoma  fueron 
aisladas  annonacin  y  annonacinona, mientras  que  de  su  corteza  se  aislaron  otras  tres ACGs, 
densicomacin iso‐annonacin e iso‐annonacinona. 
o ACGs  aisladas  a  partir  de  Annona  squamosa.  De  sus  semillas  se  obtuvo  annonacin‐A  y 
squamocin. 
o ACGs aisladas a partir de Goniothalamus giganteus. De la su corteza fue aislada la gigantetronin. 
o ACGs aisladas a partir de Xylopia aromatica. Aromin fue aislada desde corteza de esta especie. 
annonacin‐A  C35H64O7 
gigantetronenin  C37H66O7 
densicomacin  C35H64O7 
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Londersassen  et  al.  (1991)  establecieron  que  la  citotoxicidad  de  las  ACGs  estaba  íntimamente 
relacionada con su capacidad de  inhibición del enzima NADH:ubiquinona oxidorreductasa o Complejo I 
de la cadena respiratoria mitocondrial o Cadena Transportadora de Electrones (CTE).  
2. LA CADENA TRANSPORTADORA DE ELECTRONES (CTE) MITOCONDRIAL 
La  mitocondria  juega  un  papel  crítico  en  la  función  celular  por  su  implicación  en  la  oxidación  de 
substratos para generar energía para  la célula, siendo el principal sitio de producción de ATP. Además, 
también  juega  un  papel  en  la  regulación  del  gasto  energético,  la  señalización  de  la  apoptosis  y  la  
producción de EROs (Lanza et al. 2009). 
En  la matriz de  la mitocondria se  lleva a cabo el ciclo de Krebs y  la ‐oxidación de  los ácidos grasos. El 
resultado  final de estas  rutas metabólicas es  la producción de dos donadores de electrones: NADH y 
FADH2. Los electrones de estos dos donadores son pasados a través de la CTE hasta el oxígeno, el cual se 
reduce para formar agua. Este transporte se lleva a cabo mediante un proceso compuesto por múltiples 
pasos, que tienen lugar en la membrana mitocondrial interna (Figura 1).  
 
 
 
Figura 1. Esquema de la CTE mitocondrial. Se representan los cinco complejos entre los cuales se dan las reacciones 
de oxido‐reducción que originan un gradiente de protones que aprovecha el Complejo V para la generación de ATP.  
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El NADH  se oxida a NAD+ mientras en el Complejo  I el FMN  se  reduce a FMNH2, y posteriormente  la 
oxidación del FMN es regenerada por  transferencia de  los electrones al hierro de  los centros Fe‐S del 
Complejo I. El balance final es el movimiento de 2H+ desde la matriz al espacio intermembrana y de 2e‐ 
que son donados a la ubiquinona (UQ) o Coenzima Q (CoQ). La reducción de la ubiquinona transfiere 2e‐ 
a otro centro Fe‐S, y de aquí a otra ubiquinona que está anclada a  la membrana  interna y que puede 
difundir  lateralmente, actuando como un transportador activo de electrones a través de  la membrana 
interna mitocondrial. Así el Complejo I acopla el movimiento de 2e‐ desde el NADH y la translocación de 
2H+ desde la matriz hasta el espacio intermembrana.  
El Complejo II cataliza la oxidación desde succinato a fumarato, pasando electrones desde el succinato a 
la coenzima FAD. Luego, estos e‐ pasan a un centro Fe‐S y desde allí a la ubiquinona unida a membrana. 
En el Complejo  II, que no es transmembrana, no se da transporte de H+ a través de  la membrana. Los 
electrones  pasan  al  Complejo  III  mediante  la  ubiquinona  reducida  (UQH2)  que  difunde  desde  los 
Complejos I o II. Sus 2e‐ son movidos de uno en uno a través de  la vía en  la que están  involucrados un 
centro Fe‐S y los citrocromos c1, bL y bH, resultando en  el paso de electrones de uno en uno al citocromo 
c,  transportador  soluble  en  agua,  junto  con  la  translocación de  4H+ desde  la matriz hasta  el  espacio 
intermembrana.  
El citocromo c, que reside en el espacio  intermembrana, contiene un grupo hemo, el cual solo puede 
transportar electrones de uno en uno desde el citocromo c1 del Complejo  III hasta el Complejo  IV. El 
complejo IV, último complejo proteico en  la CTE, es el destino final de  los electrones para  la reducción 
de  oxígeno  a  agua,  combinada  con  la  translocación  de  2H+  desde  la  matriz  hasta  el  espacio 
intermembrana. 
El  ATP  es  generado  mediante  la  fosforilación  oxidativa  por  Complejo  V,  la  ATP  Sintasa,  donde  el 
gradiente  de  protones  generado  por  la  cadena  transportadora  provoca  este  proceso.  Como  la 
concentración de protones en el espacio intermembrana está incrementada (disminuyendo el pH), este 
gradiente protónico es aliviado mediante el pase de protones a través del Complejo V a  la matriz, a  la 
vez que se sintetiza ATP en la propia matriz. 
2 NADH                       16H+ + 2e‐ + 2 H2O                        6 ATP 
2 FADH                       12H+ + 2e‐ + 2 H2O                        4 ATP 
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3. LAS ACGs COMO INHIBIDORES DEL COMPLEJO I DE LA CTE MITOCONDRIAL 
Una de  las principales controversias relacionadas con el mecanismo de funcionamiento del Complejo  I 
de  la cadena respiratoria mitocondrial es el número de sitios de unión que presenta tanto para el CoQ  
como para sus distintos  inhibidores. Degli Esposti et al.  (1994) establecieron una clasificación de estos 
inhibidores,  basándose  en  la  hipótesis  de  la  existencia  de  tres  sitios,  ya  que  es  probable  que  las 
propiedades cinéticas de cada tipo de inhibidor estén íntimamente relacionadas con los diferentes sitios 
de unión del CoQ: sitio no competitivo (Sitio N), sitio acompetitivo (sitio U) y sitio competitivo (sitio C).  
Los inhibidores del tipo N (también llamados de tipo B o clase III) estarían representados por la rotenona 
y  la mayor  parte  de  las  ACGs.  Los  inhibidores  del  sitio  U  (tipo  A  o  clase  I)  incluyen  las  ACGs  bis‐
tetrahidrofuránicas rolliniastatin‐2 y cherimolin‐1. Finalmente, los inhibidores del sitio C (tipo C) estarían 
representados por el mixotiazol, siendo algunos de ellos  inhibidores a su vez del Complejo III. También 
se  han  descrito  ACGs  que  se  unen  a  dos  sitios  de  unión  (N  y  U)  de  manera  simultánea,  como 
rolliniastatin‐1 y rollimembrin (Figura 2) (Tormo et al. 1999). 
Parece que  los sitios de unión de  los  inhibidores están situados muy próximos. La mayor parte de  los 
inhibidores conocidos compiten por  la unión a varios de estos sitios, debido a un solapamiento parcial 
entre ellos, pero el dominio es  lo suficientemente amplio como para permitir la unión no solapante de 
algunos de estos inhibidores (Tormo et al. 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  2.  Clasificación  de  los  inhibidores  del  Complejo  I en  función  de  sus  sitios  de  unión:  (i)  Tipo A o U  
(rolliniastatin‐2, cherimolin‐1); (ii)  Tipo B o N (rotenona, ACGs en su mayoría); (iii) Tipo C (mixotiazol, MPP). 
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La rotenona es el compuesto más  frecuentemente utilizado como modelo de  inhibidor del Complejo  I 
mitocondrial.  Su  uso  para  el  estudio  de  enfermedades  neurodegenerativas  está  ampliamente 
desarrollado, lo cual ha permitido un mejor conocimiento del mecanismo de acción de este compuesto, 
al  igual que un mayor conocimiento del Complejo I. La rotenona (Figura 3) es un producto natural que 
deriva biogenéticamente de  los  isoflavonoides y se extrae a partir de especies de  leguminosas. Se usa 
comúnmente  como  insecticida  para  jardines  o  para  eliminar  determinadas  poblaciones  de  peces  en 
lagos y estanques (Betarbet et al. 2000). 
 
 
La  rotenona  es  un  inhibidor  altamente  selectivo  del  Complejo  I  de  la  CTE mitocondrial,  y  al  ser  un 
compuesto  relativamente  hidrofóbico  puede  atravesar  las  membranas  biológicas  fácilmente.  Se  ha 
descrito que la inhibición del Complejo I por la rotenona resulta en la apertura del Poro de Transición de 
Permeabilidad Mitocondrial (PPTM) (Wang et al. 2004) y en la masiva producción de especies reactivas 
de oxígeno (EROs) (Seaton et al. 1997; Hensley et al. 1998; Panov et al. 2005), que atacan a las proteínas 
y al ADN, causándoles modificaciones específicas que permiten su detección en modelos experimentales 
(Greenamyre  et  al.  2003).  La  rotenona  se  ha  utilizado  para  generar modelos  de  la  enfermedad  de 
Parkinson (Panov et al. 2005; Chen et al. 2005). 
Como hemos mencionado con anterioridad,  las ACGs han sido también descritas como  inhibidores del 
Complejo  I de  la CTE mitocondrial. Durante muchos años  se han estudiado  las  relaciones estructura‐
actividad  de  esta  familia  de  productos  naturales,  como  los más  potentes  inhibidores  conocidos  del 
Complejo I (Royo et al. 2003; Tormo et al. 2003; Tormo et al. 2005; Chahboune et al. 2006; Barrachina et 
al. 2007). Es necesario remarcar la importancia que han adquirido estos inhibidores del Complejo I como 
herramientas que han permitido el estudio del mecanismo de funcionamiento del mismo, así como de 
las patologías asociadas a su deficiencia.  
Figura 3. Estructura de la rotenona. 
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En  la presente  tesis hemos estudiado  las  implicaciones que  la  inhibición del Complejo  I  tiene sobre  la 
funcionalidad de  la mitocondria en un primer estadio, y  finalmente sobre  la viabilidad celular. Hemos 
estudiado  dos  tipos  de  inhibidores  (rotenona  y  ACGs),  comparando  sus  efectos  y  relacionando  esta 
inhibición con diversos parámetros y eventos propios de  la cascada de apoptosis,  tratando en último 
término  de  esclarecer  la  relación  entre  su  actividad  inhibidora  del  Complejo  I  y  su  potencia  como 
agentes citotóxicos sobre líneas tumorales humanas. 
4. APOPTOSIS 
La muerte  celular puede  suceder mediante dos mecanismos muy diferentes, necrosis o apoptosis.  La 
necrosis, también llamada muerte celular accidental o patológica, se desencadena cuando las células se 
exponen  a una  variación  extrema de  las  condiciones  fisiológicas  (e.g. hipertermia, hipoxia,  etc.), que 
puede  producir  daños  en  la membrana  plasmática.  Por  el  contrario,  la  apoptosis  o muerte  celular 
programada  es  un  proceso  fisiológico  que  ocurre  bajo  condiciones  fisiológicas  normales,  de  forma 
habitual en los organismos eucariotas pluricelulares (Tabla 1).  
 
PARÁMETRO  NECROSIS APOPTOSIS 
morfología celular  expandida contraída 
integridad membrana plasmática  destrucción precoz sin modificaciones iniciales
cromatina  desintegrada condensada 
ADN nuclear  daño tardío daño precoz 
fragmentación DNA  desordenada ordenada 
tejidos pericelulares  signos de inflamación signos de fagocitosis 
mitocondrias  hinchadas sin modificaciones visibles iniciales
membrana nuclear  rota normal 
requerimiento energético  innecesario necesario 
síntesis de proteína  detenida necesaria 
 
Tabla 1. Diferencias entre mecanismos de muerte celular, necrosis y apoptosis (Dubin et al. 2000) 
 
En  la presente  tesis nos hemos enfocado en el estudio de  la apoptosis o muerte  celular programada 
inducida por inhibidores del Complejo I, utilizando por un lado como modelo, la rotenona, cuyos efectos 
en esta área han  sido  relativamente bien caracterizados previamente, y por otro  lado  las AGGs como 
inhibidores más potentes de dicho complejo, pero poco estudiados en cuanto al mecanismo de acción 
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por el que  inducen  la muerte  celular  (Degli Esposti et al. 1996; Zafra‐Polo et al. 1996; Miyoshi et al. 
1998; Tormo et al. 1999; Motoyama et al. 2002). 
Se han descrito dos vías principales de apoptosis (Figura 4): la vía mitocondrial o intrínseca y la vía de los 
receptores de muerte celular  (DR, death  receptors) o extrínseca. La vía mitocondrial está considerada 
como  la  principal  diana  del  sistema  de  señalización  de  supervivencia,  y  su  activación  depende  de 
diversos  factores de estrés celular, como  la eliminación de  factores de crecimiento, daños en el DNA, 
drogas tóxicas, estrés oxidativo, etc. (Blum et al. 2001; Evan y Vousden, 2001). La vía DR, por su parte, 
está regulada por una gran variedad de receptores, con muy distintos niveles de expresión dependiendo 
del tipo de célula.  
En nuestro estudio nos hemos enfocado en la vía mitocondrial o intrínseca, por ser ésta la ruta activada 
por los inhibidores clásicos del Complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial (Jeong 2008). 
 
 
 
El  proceso  de  apoptosis  en  la  vía mitocondrial  presenta  las  siguientes  tres  fases  (Dubin  et  al.  2000) 
(Figura 5): 
I. Fase pre‐mitocondrial o de  inducción,  la  cual  involucra  a  la membrana plasmática  y  sistemas 
anexos.  Durante  esta  primera  fase  las  células  reciben  diferentes  estímulos  apoptogénicos 
Figura  4. Esquema (Tornero et al. 2002) de las dos vías 
de inducción de apoptosis:  
 
1. Vía  extrínseca  a  través  de  los  receptores 
relacionados  con  FAS  y  el  factor de necrosis 
tumoral (TNF), que originan la activación de la 
caspasa‐8. 
 
2. Vía intrínseca o mitocondrial  
 
 
1. Vía extrínseca 2. Vía intrínseca
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extracelulares, entre  los que  se encuentran distintas drogas  citotóxicas, especies  reactivas de 
oxígeno (EROs), anoxia, glucocorticoides, inmunoglobulinas, radiaciones ionizantes, hipertermia 
u otros. 
II. Fase de daño mitocondrial efectivo  (fase efectora). En ella están  involucradas  las membranas 
mitocondriales  y  la  matriz  mitocondrial.  Durante  esta  segunda  fase  se  producen  cambios 
significativos en la función de las membranas mitocondriales, que se traducen en un incremento 
de  la permeabilidad de  las mismas,  incluyendo  la apertura del PPTM. Estos efectos  facilitan  la 
salida  de  iones  calcio  de  la  matriz  mitocondrial  al  citosol,  el  colapso  del  potencial  de  la 
membrana mitocondrial (∆ψm), el aumento en la producción de radicales libres del oxígeno y la 
depleción  del  GSH  (glutatión  reducido),  del  ATP  y  del  ADP  en  la matriz mitocondrial.  Como 
resultado de esos efectos, se produce el aumento del volumen mitocondrial que culmina en el 
estallido de  la mitocondria. En esta  fase se produce también  la activación de  las caspasas  (del 
inglés cysteine‐aspartate proteases). 
 
  Figura 5. Procesos involucrados en la apoptosis por vía mitocondrial o intrínseca. 
CTE
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III. Fase  post‐mitocondrial,  degradativa  o  de  lisis  celular,  que  involucra  a  todas  las  estructuras 
celulares incluyendo al núcleo de la célula, y termina con la citolisis. En esta tercera fase la salida 
al citosol de  los  factores apoptogénicos mitocondriales, sumados a  los generados en el mismo 
citosol,  promueve  la  destrucción  de  las  proteínas,  del  ADN,  del  ARN  y  de  las  membranas 
celulares, consumando así la muerte celular. Algunas proteínas liberadas tienen capacidad para 
activar  caspasas  y  nucleasas  citosólicas.  En  primer  término,  el  citocromo  c,  normalmente 
contenido  en  el  espacio  intermembrana mitocondrial,  es  liberado  al  citosol  (Desagher  et  al. 
2000), donde  interacciona con el adaptador Apaf‐1  (Apoptosis protease‐activating  factor‐1) en 
presencia de dATP (Zou et al. 1997; Cecconi et al. 1999), oligomeriza y recluta a  la procaspasa‐9, 
dando  lugar a  la formación del apoptosoma. El citocromo c activa a  la Caspasa‐3, que a su vez 
activa  la endonucleasa nuclear. En segundo  término,  las mitocondrias apoptóticas  liberan una 
proteína  activa  denominada  AIF  (Apoptosis‐Inducing  Factor),  que  también  activa  las 
endonucleasas  independientemente del  citocromo  c  (Zamzami et al. 1996; Susin et al. 1999). 
Por  último,  las  proteínas mitocondriales  intermembrana  incluyen  una ADNasa  específica  que 
degrada ADN de cadena (Endonucleasa G). Durante esta última fase, aparecen las características 
morfológicas  y  bioquímicas  más  típicas  de  la  apoptosis:  condensación  de  la  cromatina, 
fragmentación del ADN, degradación masiva de proteínas  esenciales, nucleolisis  y  finalmente 
citolisis (Daugas et al. 2000).  
A continuación se describen en detalle algunos de estos parámetros, así como su participación en  las 
diferentes etapas de la apoptosis. 
4.1. APOPTOSIS Y  ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (EROs) 
El  Complejo  I  de  la  CTE  es  el  complejo  enzimático  que  mayor  control  ejerce  sobre  la  respiración 
mitocondrial (Nicholls et al. 2000) y su inhibición hace que tenga lugar un escape masivo de electrones 
hacia el complejo  III, que genera de  tres a cinco veces más  radicales  libres que cuando  los electrones 
pasan  con  normalidad  por  el  Complejo  I  (Dykens  et  al.  1994).  Esto  hace  que  el  Complejo  I  sea más 
vulnerable que el  resto de  los complejos de  la CTE al estrés oxidativo y que, al mismo  tiempo, actúe 
como fuente de EROs. De esta forma,  inhibidores del Complejo I mitocondrial aumentan  los niveles de 
EROs en la célula. 
Las especies reactivas de oxígeno se  forman continuamente en el organismo debido a  la presencia de 
electrones  desapareados.  Dichos  compuestos  son  moléculas  extremadamente  reactivas,  de  ahí  su 
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nombre de  radicales  libres. Estas moléculas  se estabilizan al  interaccionar con componentes celulares 
como  lípidos,  proteínas  y  ácidos  nucleicos  mediante  reacciones  oxidativas  que  son  la  base  de  su 
toxicidad. La aparición de estrés oxidativo puede deberse a dos causas, al aumento de la producción de 
radicales libres y/o al descenso de la eficiencia del sistema de defensa antioxidante endógeno. 
4.2. APOPTOSIS Y POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL ( ∆ψm) 
La reducción del metabolismo energético está relacionada con el descenso del potencial de membrana 
mitocondrial  (∆ψm)  (Lindahl  et  al.  1961;  Pastorino  et  al.  1993),  el  cual  también  disminuye  tras  la 
inhibición de la CTE por compuestos como la rotenona (Zamzam et al.  1995). 
El  potencial  de  membrana  mitocondrial  se  utiliza  a  menudo  como  marcador  para  la  actividad 
mitocondrial. En condiciones fisiológicas la mitocondria juega un papel crucial en el mantenimiento del 
funcionamiento  celular,  centrado  en  las  bombas  de  protones  de  la membrana  interna mitocondrial 
(Complejo  I,  III  y  IV).  Ésta  genera  un  gradiente  electroquímico  matriz  mitocondrial  vs.  espacio  
intermembrana, compuesto de ∆ψm y  ∆pH,  el cual es el impulsor de la síntesis del ATP (Buckman et al. 
2001).  
En situaciones de daño celular se producen grandes cambios en el transporte de iones, en comparación 
con las células sanas donde, normalmente, se producen sólo pequeños cambios en iones, producción y 
consumo de ATP, volumen y permeabilidad. Todo ello puede influir en el ∆ψm  y dificultar la optimización 
del equilibrio entre  las necesidades de  respiración vs.  La  síntesis de ATP y  la producción de  radicales 
libres. 
4.3. APOPTOSIS Y PORO DE PERMEABILIDAD TRANSITORIA MITOCONDRIAL (PPTM) 
El PPTM es un megacanal o canal de conductancia múltiple formado por un complejo multiproteico que 
se  forma en zonas donde  las membranas  interna y externa mitocondriales se  juntan, comunicando  la 
matriz mitocondrial con el citosol. El complejo del PPTM ayuda a mantener la concentración de Ca2+, el 
pH, el ∆ψm y el volumen de la mitocondria, actuando a distintos niveles de conductancia y permitiendo 
el paso selectivo de pequeños iones. El canal abierto tiene un diámetro de 2.0‐2.6 nm y permite el paso 
de solutos con masa molecular de hasta 1500 D (Bernardi et al. 2006). Los estudios realizados sobre el 
PPTM  le  involucran  en  los  procesos  de muerte  celular,  aunque  su  papel  biológico  en  procesos  no 
patológicos no ha sido elucidado (Crompton, 1999). 
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El colapso del ∆ψm, el desacople de la CTE y el descenso de producción de ATP se ha visto que estimulan 
la apertura del PPTM. La ciclosporina A previene la apertura del poro PPTM uniéndose  a la Ciclofilina‐D, 
una peptidil‐prolil cis‐trans isomerasa localizada en la membrana interna mitocondrial, que forma parte 
del PPTM. La unión de ciclosporina al poro lo mantiene en su estado cerrado, previniendo la cascada de 
señalización de apoptosis (Isenberg et al. 1999).  
La  permeabilización  de  la membrana mitocondrial  es  el  “punto  de  no  retorno”  en  la muerte  celular 
programada.  La  permeabilidad  de  la  membrana  permite  que  diversas  proteínas  pro‐apoptóticas 
contenidas  en  del  espacio  intermembrana  de  la  mitocondria  (tales  como  citocromo  c,  AIF, 
Smac/DIABLO, endonucleasa G y otras sean liberadas al citosol, donde ejercerán su función inductora de 
la muerte celular programada (Batandier et al. 2004). 
Los principales componentes del poro implicados en la inducción de la apoptosis son: 
 Canal Aniónico Dependiente de Voltaje (CADV). Es la proteína más abundante de la membrana 
externa de  la mitocondria.  Es  responsable del  transporte de metabolitos entre el  citosol  y el 
espacio  intermembrana.  En  presencia  de  EROs,  este  canal  facilita  la  permeabilización  de  la 
membrana mitocondrial y permite  la salida al citosol de citocromo c,  induciendo apoptosis. La 
interacción de este canal con  las proteínas pro‐apoptóticas de  la  familia Bax o Bak permite  la 
formación de poros  suficientemente grandes  como para  liberar al  citocromo c  (Shimizu et al. 
2000). Su actividad pro‐apoptótica se ve contrarrestada por las proteínas anti‐apoptóticas de las 
familias Bcl‐2 o Bc‐XL (Zamzami et al. 1996). 
 Translocador de Nucleótidos de Adenina (TNA). Es la proteína más abundante de la membrana 
interna mitocondrial. Es responsable del  intercambio de ATP y ADP con el citosol. Junto con el 
CADV y la Ciclofilina D constituyen la principal estructura del poro de transición.  
 Receptor  Periférico  de  Benzodiacepinas  (RPB).  Su  función  más  conocida  es  la  síntesis  de                     
esteroides  a  partir  de  colesterol,  aunque  también  desempeña  un  importante  papel  como 
regulador de  los procesos oxidativos de la mitocondria, ya que está  involucrado en  la actividad 
succinato‐citocromo  c oxidorreductasa  (Moreno‐Sanchez et al. 1991), y es  conocido  como un 
sensor del oxígeno que media en la respuesta de adaptación de la célula. Se ha demostrado que 
el RPB ejerce un papel protector frente al estrés oxidativo producido por la presencia de EROs, y 
que  su  expresión  aumenta  en  situaciones patológicas que  cursan  con  elevada producción de 
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EROs. Antagonistas del RPB  inducen un colapso del ∆ψm y un hinchamiento de  la mitocondria, 
que llevan a la célula a la muerte por apoptosis (Fennel et al. 2001), mientras que los agonistas 
del RPB ejercen un efecto anti‐apoptótico. 
4.4. APOPTOSIS Y FLUJO DE CALCIO MITOCONDRIA‐CITOSOL 
El contenido de calcio en la mitocondria de células en estado de reposo es bajo, aunque puede llegar a 
acumular  gran  cantidad  de  calcio  en  procesos  de  estimulación  (Szabadkai  et  al.  2007).  En  estas 
condiciones  el potencial  es de  ‐150  a  ‐180 mV  (Montero,  2000),  suficiente para  acumular Ca2+  en  la 
matriz mitocondrial  en más  de  5‐6  órdenes  de magnitud  sobre  la  concentración  de  calcio  citosólico 
([Ca2+]c).  Los  cambios en  la  concentración de  [Ca2+]c proporcionan  señales para el  control de eventos 
celulares  tales  como  la  contracción muscular,  la  liberación  de  neurotransmisores,  alteraciones  en  la 
trascripción de genes, así como  la muerte celular  (Giacomello et al. 2007). Las mitocondrias acumulan 
calcio cuando la [Ca2+]c supera los ≈ 100 nM, en un proceso que implica al potencial de membrana ∆ψm 
(Chalmers et al. 2008). El calcio entra en  la mitocondria a través del poro Uniportador de Calcio de  la 
membrana  interna  Mitocondrial  (UCM)  (Montero  et  al.  2001),  bajo  un  gradiente  electroquímico 
mantenido a  través de  la membrana, sin un acople directo con  la hidrólisis de ATP o el  transporte de 
otros iones. A su vez, la mitocondria libera iones Ca2+ al citosol de manera más lenta vía el antiportador 
Na+‐H+. La entrada de cargas positivas de  iones Ca2+ de manera prolongada despolariza el ∆ψm,  lo cual 
produce una  inhibición de  la producción de ATP  (Leyssens et al. 1996). Así  las señales de Ca2+ podrían 
limitar la producción de energía celular y desencadenar también el proceso de apoptosis.  
4.5 APOPTOSIS Y CASPASAS  
Los miembros  ejecutores  de  la  apoptosis  son  una  serie  de  cisteín‐proteasas  dirigidas  a  residuos  de 
aspartato,  englobados  bajo  el  nombre  de  caspasas.  La  familia  de  las  caspasas  se  compone  de  15 
miembros en mamíferos, que se agrupan en dos grandes sub‐familias:  las caspasas relacionadas con  la 
inflamación y las caspasas apoptóticas. 
Las caspasas actúan en las mitocondrias, en el citosol y en el núcleo celular y se clasifican en los grupos 
siguientes: (a) mediadores de la inflamación (Caspasa‐1, ‐4 y ‐5); (b) efectores de la apoptosis (Caspasa‐
3,  ‐7  y  ‐2);  y  (c)  activadoras  de  Caspasas  apoptogénicas  (Caspasas‐6,  ‐8,  ‐9  y  ‐10).  En  la  célula  se 
sintetizan  como  pro‐enzimas  inactivas  (procaspasas)  que  se  pueden  activar  por  autocatálisis.  La 
actividad proteolítica depende del estado redox y del balance pro‐oxidante/antioxidante presente en la 
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célula. Algunas caspasas son reguladas por el citocromo c o por el AIF, que pasan de las mitocondrias al 
citosol como consecuencia del daño mitocondrial. 
Como  hemos  visto,  la  apoptosis  se  induce  a  través  de  diversos  estímulos  tanto  intra‐  como 
extracelulares.  En muchos  casos  se  trata  de  agentes  que,  directa  o  indirectamente  actúan  sobre  la 
membrana mitocondrial,  afectando  a  su  estructura  y,  por  tanto,  a  su  función  induciendo  la  cascada 
apoptótica  (Green  et  al.  1998;  Loefler  et  al.  2000).  Entre  estos  agentes  se  encuentran  productos 
naturales como las ACGs. 
5. PERFIL DE SEGURIDAD CARDIACA DE CANDIDATOS A FÁRMACOS 
El estudio de  sustancias de origen natural constituye una de  las principales vías para  la obtención de 
nuevas moléculas  con  interés  terapéutico.  La  naturaleza  nos  proporciona  una  fuente  inagotable  de 
metabolitos secundarios, muchos de  los cuales han sido utilizados para el desarrollo de fármacos y de 
sustancias con otras aplicaciones, y a menudo han servido además como herramientas para entender el 
funcionamiento de diversos procesos fisiológicos. En el caso de  las ACGs, además de su  interés para  la 
comprensión del  funcionamiento del Complejo  I,  su potente actividad citotóxica  los ha convertido en 
agentes  con  una  potencial  utilidad  para  el  desarrollo  de  fármacos  antitumorales.  Esto  nos  ha  hecho 
interesarnos  igualmente  por  entender mejor  el  potencial  de  estos  compuestos  para  producir  ciertos 
tipos de efectos no deseables, como se describe en la presente sección. 
Resultados previos  (e.g. Yuan et al. 2003; Epavier et al.   2006; Marshalls et al. 2007; McLaughlin et al. 
2008; Schlie‐Guzmán et al. 2009) han sugerido que las ACGs podrían ser potenciales candidatos para el 
desarrollo de  fármacos  antitumorales.  En  los  últimos  años  se  ha hecho  cada  vez más hincapié  en  la 
predicción  temprana de  los  efectos no deseables  producidos por  los posibles  candidatos  a  fármacos 
(Wunberg et al. 2006). Dentro de estos efectos no deseables, los fenómenos de cardiotoxicidad debidos 
a  la  interacción  con  los  canales  iónicos  involucrados  en  la  función  cardiaca  han  adquirido  particular 
relevancia. El problema de la muerte súbita cardiaca asociada a fármacos está considerado como uno de 
los principales temas de seguridad en el ámbito del desarrollo de fármacos. Por ello quisimos también 
evaluar el potencial de las ACGs para producir algún tipo de efecto sobre dichos canales iónicos. 
5.1 POTENCIAL DE ACCIÓN CARDIACO. 
Todas  las  células  cardíacas  son  excitables,  es  decir,  generan  una  respuesta  eléctrica  denominada 
Potencial  de  Acción  Cardiaco  (PAC)  que  está  acoplado  a  una  respuesta  contráctil  cuando  son 
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estimuladas.  El  PAC  es  el  resultado  de  una  serie  de  cambios  secuenciales  en  la  conductancia  de  la 
membrana  de  la  célula  cardiaca  a  distintos  iones.  La  permeabilidad  de  la  membrana  para  un  ion 
depende a su vez de su concentración a cada  lado de la membrana citoplasmática, del voltaje (voltaje‐
dependiente) y del tiempo (tiempo‐dependiente). La entrada de cargas positivas en la célula produce la 
despolarización, mientras que su salida  facilita  la  repolarización cardiaca. En el PAC  (Figura 6) pueden 
distinguirse 5 fases (0,1,2,3 Y 4) (Hoffman y Cranefield, 1962).  
 
 
El PAC se inicia con una Fase 0 de rápida despolarización, durante la cual el potencial de membrana pasa 
desde  su valor en  reposo hasta valores positivos  (entre +30 y +40). Esta Fase 0 es el  resultado de  la 
activación  de  una  corriente  iónica  de  entrada,  cuya  identidad  varía  según  el  tejido  cardiaco.  En  las 
células auriculares y ventriculares, así como en las del sistema His‐Purkinje, que presentan un potencial 
de  reposo comprendido entre  ‐85 y  ‐75 mV,  la despolarización se debe a  la activación de  la corriente 
rápida  de  Na+  (INa).  En  las  células  de  los  nodos  SA  (sinoauricular)  y  AV  (auriculo‐ventricular),  cuyo 
potencial de reposo oscila entre ‐65 y ‐40 mV, se debe a la activación de la corriente lenta de Ca2+ (ICaL).  
Una vez que la despolarización alcanza su valor máximo tiene lugar la repolarización del PAC, que tarda 
entre 170 y 350 ms en completarse. En ella se distinguen tres  fases: una  fase  inicial de repolarización 
(Fase 1), que desplaza el potencial de membrana hasta aproximadamente +10 mV como consecuencia 
de la inactivación de la INa, de la rápida activación de una corriente transitoria de salida de K+ (ITOI) y de la 
activación de una corriente de Cl‐ activada por el Ca2+ (ITO2). 
A continuación,  tiene  lugar  la Fase 2 o de meseta, en  la que disminuye notablemente  la velocidad de 
repolarización. Esta fase representa un equilibrio entre dos corrientes de entrada (INa y  ICa,L) y diversas 
Fig. 6. Potencial de acción cardiaco. Se 
indican las principales corrientes de 
iones en cardiomiocitos, así como su 
relación con el  intervalo QT del 
electrocardiograma (ECG) 
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corrientes  de  salida  de  K+.  La  activación de  la  ICa,L  permite  la  entrada de Ca2+ necesario  para que  se 
produzca  el  acoplamiento  excitación‐contracción  cardiaco.  La  salida  de  K+  se  produce  gracias  a  la 
activación secuencial de tres corrientes de salida de K+, ultrarrápida (IKur), rápida (IKr) y lenta (IKs). 
Durante la Fase 3 la repolarización se acelera nuevamente y el potencial de membrana vuelve a alcanzar 
el  valor  del  potencial  de  reposo.  Esta  fase  es  consecuencia  de  la  inactivación  de  las  corrientes  de 
entrada,  lo que provoca el predominio de  las  corrientes  repolarizantes de K+ que  se habían  activado 
durante  la Fase 2 (IKur,IKr e  IKs). A medida que el potencial de membrana se repolariza por completo, se 
produce  la  activación de  la  corriente  IK1, que presenta una marcada  rectificación  interna  y que  es  la 
responsable de  la parte  final de  la  Fase 3 de  la  repolarización  y del mantenimiento del potencial de 
reposo en las células cardiacas no automáticas (Fase 4).          
5.2. PRINCIPALES CANALES IÓNICOS CON IMPLICACIONES EN ASPECTOS DE SEGURIDAD DE FÁRMACOS 
5.2.1. Canales de Na+ 
El canal de Na+ del músculo cardiaco Nav1.5 (Figura 7) presenta tres estados conformacionales: reposo, 
activo e inactivo (Hodgkin et al. 1952; Tamargo et al. 1992). Durante la despolarización, el canal de Na+ 
se abre, permitiendo la entrada de iones de Na+. A continuación, el canal se inactiva y cesa la entrada de 
Na+. Debido al  importante papel que  juega este canal en el PAC, se ha propuesto que anomalías en  la 
cinética de apertura y cierre de estos canales pueden jugar un papel muy importante en la seguridad de 
compuestos identificados como candidatos a futuros fármacos. 
 
El  gen  que  codifica  dicho  canal  en  cardiomiocitos  se  denomina  SCN5A  (George  et  al.  1995).  Se  ha 
observado que mutaciones en el gen SCN5A retrasan la inactivación lenta y facilitan la prolongación del 
intervalo QT  del  electrocardiograma,  siendo  responsables  del  genotipo  3  del  síndrome  de QT  largo 
Romano‐Ward  (LQT3)  (Wang  et  al.  1995;  Balser,  1999).  Estas  mutaciones  retrasan  el  proceso  de 
inactivación de  la  INa, provocando un aumento de  la entrada de Na+ durante  la  repolarización del PA 
Figura 7. Estructura del canal de sodio 
cardiaco Nav1.5. 
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cardiaco  (West et al. 1992).  La prolongación del  intervalo QT  (Figura 6) está asociada  con un  tipo de 
taquicardia  ventricular  denominada  Torsades  de  Pointes  (TdP),  que  puede  degenerar  en  fibrilación 
ventricular y muerte súbita.  
Este mismo efecto se ha visto en fármacos que producen un síndrome del intervalo QT‐largo adquirido a 
través de su interacción con este canal Liu et al. 2005). Aunque la relación entre intervalo QT y TdP no 
es  totalmente directa,  la  inducción de  la prolongación del  intervalo QT  (como  subrogado del TdP)  se 
considera un aspecto indeseable en un fármaco o candidato a fármaco. Por otra parte, fármacos como 
los  anestésicos  locales,  antidepresivos  tricíclicos  (imipramina),  antiarrítmicos  del  grupo  I  (quinidina, 
lidocaína  o  flecainida),  anticonvulsivantes  (carbamazepina,  difenilhidantoína)  o  la  tetrodotoxina  son 
capaces de inhibir la INa y se utilizan en clínica cotidianamente.  
5.2.2. Canales de Ca2+ 
Los canales de Ca2+ dependientes de voltaje se encuentran en  la membrana celular y en  la del retículo 
sarcoplásmatico. En el miocardio humano se han descrito dos subtipos de canales de calcio, los L y los T 
(Bean et al. 1989). En este trabajo nos hemos centrado en el estudio de los canales de calcio de tipo L, 
por  su  importancia en  la  función  cardiaca. El  flujo de Ca2+  a  través de  los  canales de  calcio  tipo  L es 
esencial para inducir y graduar la liberación de Ca2+ desde el retículo sarcoplasmático (RS). La magnitud 
de la corriente del canal de calcio tipo L (Figura 8) es uno de los factores más determinantes en la fuerza 
del latido del corazón (contractibilidad). Así, el canal de calcio tipo L es el responsable de la iniciación del 
latido del corazón, de la conducción del potencial de acción a lo largo del nodo auriculoventricular, de la 
duración de la fase de meseta del potencial de acción (Figura 6) y de la regulación de la contractibilidad 
de  los  cardiomiocitos.  Cualquier  fármaco  que modifique  el  comportamiento  de  estos  canales  podrá 
tener un impacto significativo en la función cardiaca. 
 
   
                                             
Figura 8.  Estructura de las 
subunidades del canal de calcio 
tipo L humano Cav1.2. 
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5.2.3. Canales de K+ 
Los canales de K+ son los encargados del transporte de iones K+ a través de la membrana citoplasmática, 
a favor de su gradiente electroquímico. Como se ha comentado anteriormente, y a diferencia de lo que 
ocurre  con  otros  iones,  existe  una  gran  diversidad  de  corrientes  de  K+  que  presentan  marcadas 
diferencias en sus cinéticas, dependencia de voltaje, conductancia, sensibilidad a fármacos, mediadores 
endógenos o toxinas. En  la presente tesis nos hemos abarcado el estudio del canal de K+ denominado 
hERG  (Figura  9).  El  gen  hERG  (human  ether‐à‐go‐go‐related  gene)  o  KCNH2  se  expresa  de  forma 
abundante en tejido cardiaco (Sanguinetti et al. 1995). Mutaciones en el gen KCNH2 están asociadas al 
genotipo 2 del síndrome del QT largo (LTQ2). 
 
Los canales hERG son responsables de  la corriente cardiaca  IKr. Dichos canales se activan a potenciales 
positivos de ‐40mV, generando una corriente que aumenta progresivamente hasta alcanzar un máximo 
entre 0 y +10 mV. Esta corriente es responsable de  la repolarización y de  la duración del potencial de 
acción a frecuencias lentas, por lo que la inhibición de la IKr prolonga la duración del potencial de acción. 
El  canal  hERG  constituye  la  diana  farmacológica  de  los  fármacos  antiarrítmicos  del  grupo  III,  pero 
además  también es capaz de unirse a muchos otros  tipos de compuestos. El bloqueo del canal hERG 
produce  un  retardo  en  la  repolarización  que  se  traduce  en  una  prolongación  del  intervalo  QT  del 
electrocardiograma  (Figura 6). Este tipo de efecto ha sido  la causa de  la retirada de diversos fármacos 
del mercado, tales como la terfenadina y astemizol, y del fracaso de numerosos candidatos a fármacos 
en ensayos clínicos y preclínicos (Finlayson et al. 2004). En la actualidad, las agencias regulatorias exigen 
la  realización  de  estudios  in  vitro  e  in  vivo  que  determinen  la  capacidad  de  los  fármacos  que  se 
presentan  a  registro  para  interaccionar  con  este  canal  (International  Conference  Harmonization 
Guideline ICH S7B: The Nonclinical Evaluation of the Potential for Delayed Ventricular Repolarization (QT 
Interval Prolongation). 
Figura 9. Estructura del canal de K+ hERG 
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El  objetivo  principal  del  presente  trabajo  de  investigación  es  profundizar  en  la  caracterización  del 
mecanismo  citotóxico  sobre  líneas  celulares  tumorales  de  las ACGs  de Annonaceas,  utilizando  como 
modelo  la  rotenona,  un  inhibidor  clásico  del  Complejo  I  de  la  cadena  transportadora  de  electrones 
mitocondrial no relacionado estructuralmente.  
Se pretendió igualmente establecer si dicho mecanismo de acción es común a todas las ACGs estudiadas 
o  si  hay  diferencias  entre  ellas  que  se  puedan  relacionar  con  su  distinto  comportamiento  como 
inhibidores del Complejo  I, tanto en  lo que se refiere a su potencia como a su  forma de  interaccionar 
con el mismo.  
Para ello  se propuso estudiar diversos parámetros  y eventos  celulares  relacionados  con  la apoptosis, 
utilizando un panel de compuestos representativos de  la familia de  las ACGs. Se plantearon, por tanto, 
los siguientes sub‐objetivos:  
o Determinación de especies reactivas de oxígeno y radicales superóxidos. 
o Evaluación de los niveles de ATP celular. 
o Determinación del efecto de de las ACGs sobre el potencial de membrana mitocondrial. 
o Estudio de  la posible apertura del poro de permeabilidad  transitoria mitocondrial  tras el daño 
mitocondrial originado por las ACGs. 
o Determinación  del flujo de calcio mitocondrial al citosol. 
o Comprobación de la activación de la ruta de las Caspasas. 
o Evaluación de los posibles  daños en el núcleo originados en el tratamiento con ACGs. 
o Determinación de la variación en la permeabilidad de la membrana plasmática. 
 
Como  objetivo  secundario  y  en  relación  con  el  potencial  de  estos  compuestos  para  convertirse  en 
candidatos para el desarrollo de fármacos antitumorales con utilidad clínica, se propuso la evaluación de 
los riesgos potenciales de seguridad que pueden presentar estos compuestos a nivel cardiaco. 
Para  ello  se  planteó  el  estudio  del  efecto  de  estos  compuestos  sobre  tres  tipos  de  canales  iónicos 
implicados en seguridad cardiovascular, evaluando su posible interacción con: 
o El canal de potasio hERG 
o El canal de sodio Nav1.5 
o El canal de calcio de tipo L Cav1.2 
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1. LÍNEAS CELULARES  
Todas las líneas celulares de los ensayos correspondientes a citotoxicidad y apoptosis fueron adquiridas 
a ATCC. Las líneas celulares usadas en los ensayos de seguridad de fármacos fueron cedidas por Merck 
Research Laboratories (Rahway, West Point), a excepción de la línea celular usada en el ensayo funcional 
de  potasio  hERG  que  fue  adquirida  a  B’SYS.  Los  medios,  sueros  y  suplementos  se  compraron  a 
Invitrogen, excepto cuando se indica otro proveedor. Todas las líneas celulares fueron incubadas a 37ºC, 
5% de CO2 y 95% de humedad, excepto las líneas HEK293 (human embrionary kidney) que expresan los 
canales iónicos Nav1.5 o Cav1.2, y que fueron incubadas a 10% CO2. Cada línea celular se mantuvo en un 
medio específico acorde a sus mejores condiciones de crecimiento: 
 Línea  celular A549  (carcinoma  de  pulmón, ATCC  CCL‐185).  Las  células  fueron mantenidas  en 
medio  F‐12 de Ham,  suplementado  con 10% de  suero  fetal bovino  (FBS),  L‐glutamina 2 mM, 
penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 g/ml . 
 Línea celular HepG2  (carcinoma hepatocelular,   ATCC HB 8065). Las células fueron mantenidas 
en medio esencial mínimo (MEM), suplementado con 10% de FBS, L‐glutamina 2 mM, piruvato 
sódico 1 mM y aminoácidos no esenciales 100 M.  
 Líneas  celulares  HT29  (adenocarcinoma  colorectal,  ATCC  HTB‐38), MES‐SA  (sarcoma  uterino 
ATCC  CRL‐1976)  y MES‐SA/Dx5  (sarcoma  uterino  resistente  a múltiples  fármacos,  ATCC  CRL‐
1977). Las células fueron mantenidas en medio McCoy’s 5A, suplementado con 10% de FBS y L‐
glutamina 2 mM. 
 Línea celular MCF‐7  (adenocarcinoma de glándula mamaria, ATCC HTB‐22). Las células  fueron 
mantenidas en MEM, suplementado con 10% de FBS, L‐glutamina 2 mM, piruvato sódico 1 mM, 
aminoácidos no esenciales 100 M e insulina 0.01 mg/ml. 
 Línea celular 184A1 (glándula mamaria de tejido normal transformadas químicamente, ATCCCRL 
8798).  Las  células  fueron mantenidas en medio MEBM  (Mammary Epithelium Basal Medium, 
Lonza/Clonetics) suplementado con MEGM  (Mammary Epithelium Growth Medium, Lonza) y 5 
g/ml de transferrina. 
 Línea  celular  CCD  16Lu  (fibroblastos  de  pulmón  normal,  ATCC  CCL  204).  Las  células  fueron 
mantenidas en MEM Eagle (ATCC) suplementado con 10% de FBS. 
 Línea  celular  HEK293  expresando  de  manera  estable  el  canal  de  calcio  tipo  L  Cav1.2 
(subunidades  c,  y  2a)  y  el  canal  rectificador  Kir  2.3  (CI‐6‐37‐3).  Las  células  fueron 
mantenidas  en medio  DMEM  (Dulbecco's modified  Eagle's medium),  suplementado  con  10% 
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FBS,  L‐glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml  y  estreptomicina  100 g/ml.  La  selección de  las 
células que expresan el canal se  llevó a cabo adicionando al medio 40 g/ml de zeocin™, 100 
g/ml  de  geneticina  G418  y  100  g/ml  de  higromicina,  antibióticos  frente  a  los  que  eran 
resistentes sólo las células que tenían el plásmido transfectado. 
 Línea celular HEK293 expresando de manera estable el canal de sodio Nav1.5. Las células fueron 
mantenidas en MEM with Earle’s Salts con  GLUTA MAX I, suplementado con 10% FBS. 
 Línea celular HEK293 expresando de manera estable el canal de potasio hERG.. Las células fueron 
mantenidas en DMEM/F12 suplementado con FBS, 100U/ml de penicilina/estreptomicina y 100 
g/ml de neomicina.  
Se  realizaron  curvas de  concentración para  cada una de  las  líneas  celulares  con  el  fin de  conocer  la 
concentración óptima de ensayo para cada una de ellas. Finalmente,  las células  fueron sembradas en 
placas  tratadas  para  cultivo  celular  de  96  pocillos  a  cada  concentración  óptima:  A549  (100.000 
células/ml);  HepG2,  HT29  y MCF‐7  (150.000  células/ml); MES‐SA, MES‐SA/Dx5,  184A1  y  CCD  16Lu 
(200.000  células/ml);  HEK293_Cav1.2  (700.000  células/ml);  HEK293_Nav1.5  (500.000  células/ml)  y 
HEK293_hERG (600.000 células/ml). 
2. PREPARACIÓN DE COMPUESTOS 
2.1.  PREPARACIÓN DE COMPUESTOS PARA EL ENSAYO DE CITOTOXICIDAD MTT 
Todos los controles y estándares fueron adquiridos a Sigma Aldrich; las ACGs fueron suministradas por el 
profesor Diego Cortes de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valencia. Todos los compuestos 
fueron disueltos en 100% DMSO. Las ACGs se prepararon a una concentración de 40 mM, a excepción 
de  la  guanaconetina‐1,  que  se  disolvió  a  22.2 mM,  y  la  annonacin‐A,  a  22.9 mM.  La  rotenona  y  los 
controles  positivos  (actinomicina  D  y  metilmetanosulfonato  (MMS)),  fueron  disueltos  a  una 
concentración  de  20 mM,  la  doxorubicina  a  40 mM.  Todas  las  disoluciones  fueron  preparadas  justo 
antes del ensayo, con el fin de evitar posibles problemas de precipitación. A continuación se prepararon 
diluciones  seriadas  1:2  (10  puntos)  en  100%  DMSO  de  las  ACGs,  la  rotenona,  y  los  controles  y 
estándares, que fueron dispuestos en placas de 96 pocillos y tratados de la misma manera a lo largo de 
todo proceso. 
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2.2. PREPARACIÓN  DE  COMPUESTOS  PARA  EL  ENSAYO  DE  CITOTOXICIDAD  LDH  Y  LOS  ENSAYOS  DE 
APOPTOSIS 
Las ACGs y  la rotenona fueron preparadas en DMSO/etanol absoluto en proporción 60% DMSO y 40% 
etanol. Las  concentraciones a las que fueron preparadas fueron: laherradurin (20 mM), rolliniastatin‐1 
(10 mM), cherimolin (5 mM), motrilin (10 mM) y rotenona (5 mM). A continuación se realizaron curvas 
con 6 puntos de dilución a 1:2 en DMSO/etanol.  
El  control  vinblastina  (Sigma  Aldrich),  utilizado  para  el  ensayo  de  Caspasa‐9,  fue  disuelto  en 
DMSO/etanol a una concentración de 10 mM. La ciclosporina A (Sigma Aldrich), utilizada para el test de 
LDH en el ensayo de la implicación del PPTM fue preparada en DMSO/etanol a 2 mM. 
Las ACG, controles y estándares fueron dispuestos en una placa de 96 pocillos y fueron tratados de  la 
misma manera a lo largo de todo el proceso. 
2.3. PREPARACIÓN DE COMPUESTOS PARA LOS ENSAYOS DE CARDIOTOXICIDAD 
Las ACG y la rotenona fueron preparadas en 60% DMSO y 40% etanol, a una concentración de 10 mM.  A 
continuación se realizaron curvas de 6 puntos, mediante diluciones seriadas a 1:2 en DMSO/etanol.  
Todos  los controles y estándares  fueron comprados a Sigma Aldrich. Los estándares para  los distintos 
ensayos se prepararon también en DMSO/etanol, a las concentraciones que se indican a continuación: 
Para el ensayo de hERG: 2 mM astemizol, 10 mM amiodarona, 10 mM bepridilo, 10 mM haloperidol, 10 
mM imipramina y 10 mM terfenadina.  
Para el ensayo de Nav1.5: 2 mM tetrodotoxina (TTX), 10 mM riluzol y 10 mM tetracaína.  
Para el ensayo de Cav1.2: 5mM felodipina, 5 mM diltiazem, 250 M isradipina, 5 mM nicardipina, 5 mM 
nifedipina, 5 mM nimodipina, 5 mM nitrendipina, 5 mM metoxiverapamilo, 5 mM verapamilo. Todos los 
compuestos fueron dispuestos en una placa de 96 pocillos y tratados de la misma manera a lo largo de 
todo el proceso. 
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3. ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD  
Para el estudio de citotoxicidad se utilizaron dos ensayos:  
A. Ensayo colorimétrico de reducción de MTT. Este ensayo se basa en la reducción metabólica del 
bromuro de 3‐(4,5‐dimetiltiazol‐2‐ilo)‐2,5‐difeniltetrazol, MTT  (Sigma‐Aldrich),  realizada por  el 
enzima mitocondrial Succinato‐deshidrogenasa, resultando en un compuesto coloreado de color 
azul  (formazán), permitiendo determinar de esta manera  la  funcionalidad mitocondrial de  las  
células  tratadas  (Corine  et  al.  1998;  Liu  et  al.  2010).  La  cantidad  de  formazán  producido  es 
proporcional a la cantidad de células vivas.  
B. Ensayo  colorimétrico  de  liberación  de  lactato  deshidrogenasa  (LDH).  El  ensayo  permite  la 
medición de la actividad del enzima LDH utilizando un cocktail de reactivos que contiene lactato, 
NAD+, diafrosa y  la sal de tetrazolio  INT  (Isenberg et al. 1999). La LDH cataliza  la reducción de 
NAD+ a NADH en presencia de L‐lactato, y la formación de NADH se puede medir mediante una 
reacción acoplada, en  la que  la sal de tetrazolio  INT se reduce hasta un producto de formazán 
rojo,  que  se  puede medir  por  espectrofotometría.  El  incremento  en  la  actividad  LDH  en  el 
sobrenadante del cultivo es proporcional al número de células lisadas. 
3.1. DETERMINACIÓN DE CITOTOXICIDAD MEDIANTE EL ENSAYO DE MTT 
Las células se sembraron a sus correspondientes concentraciones en placas de 96 pocillos y se dejaron 
incubando  durante  24  horas.  A  continuación  se  añadieron  los  compuestos,  preparados  según  el 
apartado  2.1,  en  una  dilución  1:80  (5  l  de  compuesto/400l  de medio),  utilizando  un  dispensador 
automático  de  placas  multipocillo  BiomekFXTM  (Beckman  Coulter).  De  esta  mezcla,  100  l  fueron 
pipeteados a 3 placas de células, resultando cada compuesto ensayado por triplicado, en curvas de 10 
puntos  (diluciones  1:2)  a  una  concentración  máxima  de  500  M,  y  con  un  porcentaje  de  DMSO 
constante de 1.25%. Previamente se realizó una curva de DMSO para cada  línea celular, observándose 
que concentraciones por debajo de 2% de DMSO no tenían ningún efecto significativo en ninguna de las 
líneas empleadas.  
Como control positivo utilizamos MMS (1 mM) y como control negativo DMSO a la misma concentración 
a  la que habían sido disueltos  los compuestos y  los controles. Como estándares se utilizaron curvas de 
doxorubicina  (concentración  máxima  500  M),  actinomicina  D,  MMS  y  rotenona  (concentraciones 
máximas 250 M), preparados en las condiciones descritas en el apartado 2.1.  
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La  doxorubicina  es  un  antibiótico  de  la  familia  de  las  antraciclinas  ampliamente  utilizado  en 
quimioterapia, que ejerce sus efectos citotóxicos por medio de dos mecanismos diferentes, bloqueando 
la  síntesis  del  ADN  y  su  transcripción,  e  inhibiendo  la  topoisomerasa  II.  La  actinomicina  D  es  un 
antibiótico polipeptídico, también usado en tratamientos de quimioterapia por su actividad citotóxica, 
que se une al ADN en el complejo de iniciación de la transcripción, evitando así la elongación por la ARN 
polimerasa. El MMS  es un agente mutagénico, que reacciona directamente con el ADN.  
Los   compuestos se  incubaron con  las células durante 24 horas. Después de dicho tiempo se añadió el 
MTT a una concentración final 0.5 mg/ml y se dejo incubando con las células 3 horas. A continuación  se 
determinó  la concentración de  formazán generado por espectrofotometría a 570 nm en un  lector de 
placas multipocillo Victor2™ (PerkinElmer).  
Los datos fueron analizados utilizando el programa de cálculo ADATM (desarrollado por Merck Research 
Laboratories) para el cálculo de sus DE50 (dosis efectiva que causa el 50% de muerte celular), tomando 
como 100% de muerte celular (control positivo) el tratamiento con MMS 1 mM, y como 0% de muerte 
celular (control negativo) el 1.25% de DMSO. El porcentaje de muerte celular para cada concentración se 
calculó aplicando la fórmula: 
 
 
 
A continuación y utilizando el algoritmo de Levenberg‐Marquardt para ajustar la curva de dosis‐
respuesta, se cálculo la DE50 de cada compuesto, interpolando en la curva obtenida,  
3.2. DETERMINACIÓN DE CITOTOXICIDAD MEDIANTE EL ENSAYO DE LDH 
La citotoxicidad de las cuatro ACG seleccionadas para estudios detallados (laherradurin, rolliniastatin‐1, 
cherimolin y motrilin) fue analizada mediante el ensayo de LDH (Clontech), analizando su efecto sobre la 
línea celular HepG2 a diferentes tiempos (15’, 30’, 1h, 2h, 4h, 6h ,12h, 24h y 48h). Este ensayo se realizó 
tomando  como  referencia  la  rotenona.  Como  control  negativo  se  añadió  en  el  pocillo  la  misma 
concentración  de  DMSO/etanol  que  se  utilizó  para  disolver  las  ACGs  y  la  rotenona,  y  como  control 
positivo Tritón X‐100 al 1%. 
Las células HepG2 se distribuyeron a 150.000 células/ml en placas de 96 pocillos. Después de 24 horas 
se cambió el medio y se añadió 100 l de medio MEM sin rojo fenol suplementado con 5% de suero. A 
Control negativo – Control positivo 
X 100 Control negativo – Compuesto % Muerte celular =
Control negativo – Compuesto 
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continuación  se añadieron  los compuestos preparados  según el apartado 2.2,  realizando una dilución 
1:100 (4 l de compuesto/400l de medio) utilizando una estación BiomekFXTM. De esta mezcla, 100 l 
fueron  pipeteados  a  tres  placas  de  células  que  contenían  100  l  de medio,  siendo  cada  compuesto 
ensayado por  triplicado  en  curvas de  6 puntos  (diluciones  1:2),  con  concentraciones máximas de  50 
Mrolliniastatin‐1, motrilin), 25 Mcherimolin, rotenona) y 100 Mlaherradurin,siendo el control 
negativo  0.3% DMSO  /  0.2%  etanol.  Siguiendo  los  tiempos  de  tratamiento,  100  l  de  sobrenadante 
fueron aspirados de cada pocillo y pipeteados en otra placa mediante un BiomekFXTM. A continuación se 
realizó  el  ensayo  de  actividad  LDH  en  el  sobrenadante  siguiendo  el  protocolo  descrito  previamente 
(Ruch,  1989).  Las  placas  fueron  leídas  por  espectrofotometría  a  490  nm  en  un  lector  de  placas 
multipocillo Victor2TM. 
Los  datos  fueron  analizados mediante  el  programa  ScreenerTM  (Genedata)  para  el  cálculo  de  la DE50 
(dosis efectiva al 50%) según lo descrito en el apartado 3.1, utilizando como 100% de liberación de LDH 
los pocillos tratados con 1% de Tritón X‐100 (control positivo) y como 0% de muerte celular los pocillos 
tratados con DMSO/etanol (control negativo). A todos  los pocillos se  le restó en primer  lugar el fondo 
asociado al medio de cultivo. 
4.  ESTUDIOS DE APOPTOSIS 
4.1. MEDICIÓN DE ATP 
Para la determinación de la disminución de los niveles de ATP en células apoptóticas se utilizó el kit de 
Promega  CellTiter  Luminiscent  Cell  Viability  AssayTM  (Zhang  et  al.  1999; Niles  et  al.  2007),  donde  la 
cantidad  de  luminiscencia  obtenida  es  proporcional  a  la  cantidad  de ATP  en  el  pocillo.  El  ensayo  se 
realizó siguiendo las instrucciones del proveedor, optimizando el protocolo para células HepG2. 
Las  células HepG2  fueron  distribuidas  a  150.000  células/ml  en  placas  de  96  pocillos. Después  de  24 
horas  se  retiró  el medio  y  se  añadieron  los  compuestos  (preparados  según  el  apartado  2.2)  en  una 
dilución  1:200  (2  l  de  compuesto/400l  de  medio)  mediante  una  estación  BiomekFXTM.  De  esta 
mezcla, 100 l fueron pipeteados a tres placas de células que contenían 100 l de medio, siendo cada 
compuesto  ensayado  por  triplicado  en  curvas  de  6  puntos  (diluciones  1:2),  con  concentraciones 
máximas de 50 Mrolliniastatin‐1, motrilin), 25 Mcherimolin,  rotenona)  y 100 M  (laherradurin), 
siendo el control negativo 0.3% DMSO / 0.2% etanol. 
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El ensayo se realizó siguiendo los tiempos de tratamiento 1h, 3h, 6h ,12h, 24h y 48h. Las placas fueron 
leídas  en un multilector Victor2TM.  Para  la determinación de  la  concentración de ATP  a partir de  los 
datos de luminiscencia se realizó una curva de ATP (de 10‐10 a 10‐12 moles) y los valores obtenidos para 
cada  condición  fueron  extrapolados  en  dicha  curva  (Figura  1).  De  esta  manera  se  calculó  la 
concentración  de  ATP  en  cada  pocillo  tratado  con  las  ACGs,  la  rotenona  y  el  control  negativo 
DMSO/etanol. 
 
                     
 
4.2.  MEDICIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (EROs) Y SUPERÓXIDOS 
4.2.1. Medición de especies reactivas de oxigeno (EROs) 
La generación de EROs fue detectada con  la sonda fluorescente C‐DCDHF‐DA (diacetato de 6-carboxi-
2′,7′-diclorodihidrofluoresceína-diacetoximetilo) (Sigma)  (Satoh et al. 1996; Panaretakis et al. 2001). 
El C‐DCDHF‐DA fue disuelto en DMSO para obtener un stock a 10 mM. El C‐DCDHF‐DA pasa a través de la 
membrana plasmática sin dificultad, y una vez dentro de la célula sus grupos lipofílicos bloqueados son 
liberados por esterasas no específicas, pudiendo de esta forma unirse a EROs y emitir fluorescencia. 
Las  células HepG2  fueron  distribuidas  a  150.000  células/ml  en  placas  de  96  pocillos. Después  de  24 
horas se cambió el medio y se añadió 100 l de medio MEM sin  rojo  fenol suplementado con 5% de 
suero. A continuación se añadieron  los compuestos preparados según el apartado 2.2., realizando una 
dilución 1:100  (4 l de compuesto/400l de medio) utilizando una estación BiomekFXTM, estando  los 
compuestos  ensayados  a  las  concentraciones  descritas  en  el  apartado  4.1.  Siguiendo  los  tiempos  de 
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Figura 1. Curva de calibración de ATP 
obtenida  a  partir  de  12  puntos 
ensayados por triplicado, usando el kit 
CellTiter  Luminiscent  Cell  Viability 
AssayTM. 
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tratamiento con  los compuestos  (1h, 3h, 6h, 12h, 24h y 48h), el medio fue retirado de  las placas, que 
fueron lavadas con tampón de ensayo (NaCl 165 mM, KCl 4.5 mM, CaCl2 2 mM, MgCl2 1 mM, Hepes 10 
mM y glucosa 10 mM, pH 7.4). A continuación las células fueron incubadas con 10M de C‐DCDHF‐DA 
en medio durante 30 minutos a 37ºC. Posteriormente  las placas fueron  lavadas dos veces con tampón 
de ensayo antes de ser  leídas en una unidad FLIPRTETRA (Molecular Devices) a una  longitud de onda de 
excitación de 495 nm y de emisión de 520 nm. Además, se hicieron fotografías utilizando un microscopio 
invertido de fluorescencia Axiovert200TM (CarlZeiss).  
Se calculó el ratio de producción de EROs de cada concentración de ACG con respecto al nivel basal del 
control negativo de DMSO/etanol, dividiendo cada  dato por el valor obtenido con el solvente. 
4.2.2. Medición de radicales superóxidos  
La generación de superóxidos fue detectada con la sonda fluorescente dihidroetidio (DHE) (Tebu‐bio). El 
DHE  fue disuelto en DMSO para obtener un  stock a 10 mM. El DHE es oxidado por  superóxidos a un 
producto que se une al DNA, emitiendo fluorescencia (Radad et al. 2006).  
Las  células HepG2  fueron  distribuidas  a  150.000  células/ml  en  placas  de  96  pocillos. Después  de  24 
horas  de  incubación  se  añadieron  los  compuestos  siguiendo  el  protocolo  descrito  en  el  apartado 
anterior.  Siguiendo  los  tiempos  de  tratamiento  con  los  compuestos  (1h,  3h,  6h,  12h,  24h  y  48h),  el 
medio fue retirado de las placas que fueron lavadas con tampón de ensayo (NaCl 165 mM, KCl 4.5 mM, 
CaCl2 2 mM, MgCl2 1mM, Hepes 10 mM y glucosa 10 mM, pH 7.4), a continuación  las células  fueron 
incubadas  con  10M  DHE  en medio  durante  30 minutos  a  37ºC.  Posteriormente  las  placas  fueron 
lavadas dos veces con medio de ensayo antes de ser leídas en una unidad de FLIPRTETRA, a una longitud 
de onda de excitación de 515 nm y de emisión de 595 nm. A continuación se hicieron fotografías usando 
un microscopio invertido de fluorescencia Axiovert200TM (CarlZeiss).  
Se calculó el ratio   de producción de superóxidos de cada concentración de ACG con respecto al nivel 
basal del control negativo de DMSO/etanol. 
4.3. MEDICIÓN DEL POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (∆ψm) 
Para determinar los cambios en el potencial de membrana mitocondrial utilizamos la sonda fluorescente 
JC‐1  (ioduro  de  5,5',6,6'‐tetracloro‐1,1',3,3'‐tetraetil  benzamidazolocarbocianina)  (Tebu‐bio).  A  altos 
valores  de  ∆ψm  el  JC‐1  se  acumula  en  la  mitocondria  en  forma  de  agregados  que  exhiben  una 
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fluorescencia  roja.  Por  el  contrario,  a  bajos  ∆ψm,  una menor  cantidad  de  fluorocromo  entra  en  la 
mitocondria  y  la mayor  parte  se  queda  en  el  citosol  en  forma  de monómeros  que  presentan  una 
fluorescencia verde. El ratio entre  la fluorescencia roja (agregados) y fluorescencia verde (monómeros) 
permite estimar los cambios en ∆ψm (White et al. 1996).  
El  JC‐1  fue  disuelto  en  100%  DMSO  a  una  concentración  de  10  mM.  Las  células  HepG2  fueron 
distribuidas  a  150.000  células/ml  en  placas  de  96  pocillos.  Después  de  24  horas  de  incubación  se 
añadieron  los  compuestos  preparados  según  el  protocolo  descrito  en  el  apartado  4.2.  Siguiendo  los 
tiempos de tratamiento con  los compuestos (1h, 3h, 6h, 12h, 24h y 48h), el medio fue retirado de  las 
placas, que fueron lavadas con tampón de ensayo (NaCl 165 mM, KCl 4.5 mM, CaCl2 2 mM, MgCl2 1 mM, 
Hepes 10 mM y glucosa 10 mM, pH 7.4). A continuación  las células fueron  incubadas con fluorocromo 
JC‐1 a 2 M disuelto en  tampón de ensayo durante 30 minutos a 37ºC y  las placas  se  leyeron en un 
FLIPRTETRA utilizando los filtros de excitación/emisión rojo (510‐545 nm / 565‐625 nm) y verde (470 nm / 
510‐575  nm).  Estas  mismas  placas  fueron  utilizadas  para  adquirir  fotografías  en  un  microscopio 
invertido de fluorescencia Axiovert200TM.  
Los datos obtenidos por el FLIPRTETRA (canales rojo y verde), fueron utilizados para el cálculo del cociente 
rojo/verde.  Los  valores  obtenidos  fueron  presentados  como  porcentajes  con  respecto  al  control 
negativo DMSO/etanol, considerado como el 100 % (células con el potencial de membrana intacto). 
4.4.  MEDICIÓN DE CALCIO MITOCONDRIAL Y CITOSÓLICO 
Para  la  determinación  del  flujo  de  calcio  durante  el  proceso  de  apoptosis,  se  utilizaron  dos  sondas 
fluorescentes, Rhod‐2‐AM (Exc 549 / Em 578) y Fluo‐4‐AM (Exc 488 / Em 540), con el fin de determinar 
simultáneamente los niveles de calcio citosólico y calcio mitocondrial.  
La sonda Rhod‐2‐AM (Tebu‐bio) es permeable a la membrana y está cargada positivamente, lo que hace 
que se acumule selectivamente en la matriz mitocondrial debido a la carga altamente negativa de este 
orgánulo. Una vez dentro de la matriz mitocondrial, las esterasas cortan el enlace éster que une el grupo 
acetoximetilo  (AM),  liberando el Rhod‐2, que es  impermeable a  la membrana, y que al unirse a  iones 
Ca2+ emite fluorescencia  (Babcock et al. 1997). El Fluo‐4‐AM (Molecular Probes) sólo puede unir calcio 
cuando se encuentra en el  interior de  la célula, ya que son necesarias  las esterasas de  la propia célula 
para escindir el grupo AM  (Martin  et al. 2004). El  Fluo‐4‐AM es un  indicador de  la  concentración de 
calcio citosólico, ya que emite fluorescencia solo cuando está unido a calcio, en el interior de la célula.  
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Las  células HepG2  fueron  distribuidas  a  150.000  células/ml  en  placas  de  96  pocillos. Después  de  24 
horas  de  incubación  se  añadieron  los  compuestos,  preparados  según  el  protocolo  descrito  en  el 
apartado 4.2, siguiendo los tiempos establecidos de tratamiento con los compuestos. Tras la incubación 
el medio fue retirado de  las placas, que fueron  lavadas con tampón de ensayo (NaCl 165 mM, KCl 4.5 
mM, CaCl2 2 mM, MgCl21 mM, Hepes 10 mM y dextrosa 2 g/l,  pH 7.2). A continuación las células fueron 
incubadas  con  100  l  de  10  M  Rhod‐2‐AM  diluido  en  tampón  de  ensayo  a  temperatura  ambiente 
durante 30 minutos para evitar que las esterasas del citoplasma actúen antes de que la sonda entre en 
la mitocondria. Posteriormente las placas se lavaron dos veces con tampón de ensayo y el Fluo‐4‐AM fue 
añadido a los pocillos, en tampón de ensayo, a una concentración de 4 M y las placas fueron incubadas 
30 minutos a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de incubación las placas se lavaron dos veces 
con tampón de ensayo, leyéndose simultáneamente en un FLIPRTETRA las dos sondas fluorescentes Rhod‐
2‐AM  (excitación 549 nm  / emisión 578 nm) y Fluo‐4‐AM  (excitación 488 nm  / emisión 540 nm).  Las 
placas  fueron  registradas  posteriormente  mediante  fotografías  en  un  microscopio  invertido  de 
fluorescencia Axiovert200TM. 
Los datos obtenidos por el FLIPRTETRA (canales rojo y verde), fueron utilizados para el cálculo del cociente 
calcio mitocondrial  (rojo)  /  calcio  citosólico  (verde).  Los  valores  obtenidos  fueron  presentados  como 
ratios  con  respecto  al  control negativo DMSO/etanol,  considerado  como  el  valor basal de  células no 
apoptóticas. 
4.5.  DETERMINACIÓN DEL PAPEL DE PORO DE PERMEABILIDAD TRANSITORIA MITOCONDRIAL (PPTM) 
Para  la determinación de  la  implicación del PPTM en  la apoptosis  inducida por  la  rotenona  y por  las 
ACGs, utilizamos un inhibidor del PPTM, la ciclosporina A (Sigma Aldrich) (Malomi et al. 1998). 
Las placas con  las células HepG2 fueron pre‐tratadas durante 1 hora con 10 M de ciclosporina A para 
bloquear la apertura del PPTM. A continuación, el medio fue cambiado y remplazado por MEM sin rojo 
fenol  y 5% de  FBS,  con 10 M de  ciclosporina A  y  los  compuestos a ensayar.  La  citotoxicidad de  los 
compuestos fue analizada a distintos tiempos mediante el ensayo de LDH, realizado como se describe en 
el apartado 3.2. El ensayo se realizó en paralelo con muestras no pre‐tratadas con ciclosporina A. 
4.6. MEDICIÓN DE ACTIVIDAD CASPASA‐ 9 
El  aumento  en  la  actividad  Caspasa‐9  en  procesos  apoptóticos  fue  determinado  usando  el  kit  de 
Promega Caspase‐Glo AssayTM (Earnshaw et al. 1999; Budihardjo et al. 1999; Stennicke et al. 1999). La 
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intensidad de luminiscencia obtenida es proporcional a la cantidad de Caspasa‐9. Para dicho estudio se 
realizó el ensayo siguiendo el protocolo suministrado por el proveedor, optimizado para células HepG2. 
Las células  fueron distribuidas a 150.000 células/ml en placas de 96 pocillos. Después de 24 horas  se 
añadieron  los  compuestos preparados  según el apartado 2.2, que  fueron dispuestos en  las placas de 
ensayo siguiendo el protocolo descrito en el apartado 4.1. Transcurridos los tiempos de tratamiento con 
los  compuestos,  se  procesaron  las  placas  leyendo  la  luminiscencia  en  un  Victor2TM.  Los  valores 
obtenidos de luminiscencia fueron representados frente a la concentración de compuesto. 
4.7. MEDICIÓN DEL GRADO DE  CONDENSACIÓN DE  CROMATINA,  PERMEABILIDAD DE MEMBRANA  Y 
MUERTE CELULAR MEDIANTE SONDAS FLUORESCENTES  
La  utilización  de  tres  sondas  fluorescentes  con  distintas  propiedades  de  permeabilidad,  que  emiten 
fluorescencia a distinta longitud de onda al unirse al DNA como agentes intercalantes, permite estudiar 
aspectos relacionados con la apoptosis y muerte celular a nivel nuclear. 
La sonda Hoechst 33342 emite fluorescencia en la banda azul del espectro del visible y puede penetrar 
tanto en células viables como apoptóticas, pero en células apoptóticas se fija de forma preferente, ya 
que  la  condensación de  la  cromatina  facilita  su  intercalación  (Ciancio  et al.  1988, Green  et al. 1992; 
Abraham  et  al.  2008).  La  sonda  YO‐PRO‐1,  que  emite  en  el  canal  verde,  en  cambio,  permite  la 
visualización  sólo  de  células  apoptóticas  (Idziovrek  et  al.  1995;  Plantin‐Carrenard  et  al.  2003).  A 
diferencia del Hoechst 33342, YO‐PRO‐1 es solo permeable en células que han comenzado el proceso de 
apoptosis,  al  aumentar  la  permeabilidad  de  la  membrana  plasmática.  De  esta  forma,  ante  ambos 
tratamientos,  las  células  apoptóticas mostrarán  ambos  tipos de  fluorescencia,  verde  y  azul, mientras 
que las células vivas no apoptóticas mostrarán sólo una débil fluorescencia azul de Hoeschst 33342. Por 
otra parte, el ioduro de propidio (PI), que emite fluorescencia en la banda del rojo, no puede entrar en 
células viables ni apoptóticas, por lo que el uso de esta sonda nos permitirá ver las células ya muertas o 
necróticas  que  han  perdido  la  integridad  de  la membrana  (Suzuki  et  al.  1997; Moore  et  al.  1998;  
Lecoeur et al. 2002; Katori et al.  2007). 
Para dichos  ensayos utilizamos  células HepG2  y  los  compuestos  ensayados  (ACGs  y  rotenona)  en  las 
condiciones descritas en el apartado 3.2.  Los ensayos se llevaron a cabo a distintos tiempos: 15’, 30’, 1h, 
2h,  4h,  6h,  12h,  24h  y  48h.  Las  placas  fueron  lavadas  con  medio  libre  de  suero  y  se  les  añadió 
simultáneamente las tres sondas fluorescentes, Hoechst 33342, YO‐PRO‐1 y PI (1 l/ml de medio) en un 
Materiales y Métodos 34 
 
volumen  final de 100 l.  Las placas  fueron  incubadas durante 30 minutos en hielo, y después  fueron 
lavadas con medio antes de realizar la medición de la fluorescencia de las tres sondas fluorescentes. La 
medición de YO‐PRO‐1 y PI se realizó en un FLIPRTETRA usando como filtros de excitación y emisión 491 
nm / 509 nm (YO‐PRO‐1) y 535 nm / 617 nm (PI), mientras que la medición de fluorescencia de Hoechst 
33342  se  realizó  en  un  Victor2TM,  utilizando  como  filtros  de  excitación  y  emisión  350  nm  y  461  nm 
respectivamente.  Estas mismas  placas  fueron  utilizadas  para  adquirir  fotografías  en  un microscopio 
invertido de fluorescencia Axiovert200TM. 
Se calculó el ratio de  la fluorescencia emitida por estas tres sondas en los pocillos tratados con las ACGs 
y  la  rotenona  con  respecto  al  control  negativo  de DMSO/etanol,  que  se  consideró  el  nivel  basal  de 
fluorescencia.  
5. ESTUDIOS DE SEGURIDAD DE FÁRMACOS 
5.1. CANAL DE SODIO Nav1.5 
Para  la medición  del  estado  del  canal  de  sodio Nav1.5  se  utilizó  un  ensayo  funcional  basado  en  la 
tecnología FRET (del inglés Fluorescence Resonance Energy Transfer, Figura 2) (Felix et al. 2004; Huang et 
al. 2006). 
 
 
 
 
Para  realizar el ensayo, células HEK293  transformadas que expresan el canal Nav1.5 se sembraron en 
placas de poli‐D‐lisina opacas de 96 pocillos y se incubaron durante 24 horas. Después de este tiempo, el 
medio fue eliminado manualmente y  las placas fueron  lavadas con 100 l de tampón VIPR_PBS (1  litro 
Figura 2. Fundamento del ensayo funcional del canal 
Nav1.5. El fluorocromo donador CC2‐DMPE se une a 
la  parte  exterior  de  la  membrana  plasmática.  El 
aceptor  (oxonol)  es  móvil  y  está  cargado 
negativamente,  por  lo  que  se  puede  unir  a  ambas 
partes de  la membrana plasmática dependiendo del 
potencial  de  membrana.  Cuando  el  CC2‐DMPE  es 
excitado  genera  una  señal  que  podrá  excitar  al 
oxonol  si  ambas  sondas  están  suficientemente 
próximas. Esta es  la  situación  cuando  la membrana 
está en el potencial de reposo. Sin embargo, cuando 
la membrana se despolariza (por la entrada de iones 
Na+),  el  oxonol  pasa  a  la  parte  interna  de  la 
membrana,  se  rompe  la  transferencia  de  energía  y 
solo se detecta la señal de CC2‐DMPE.  
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PBS, glucosa 10 mM, Hepes/NaOH 10 mM, pH 7.2). A continuación  se añadió un primer  fluorocromo 
(CC2_DMPE 5 M) disuelto en VIPR_PBS, que se dejó incubar 45 minutos. El fluorocromo se eliminó de 
las placas manualmente  y  éstas  fueron  lavadas  con  tampón VIPR‐salino  (NaCl 165 mM, KCl 4.5 mM, 
CaCl2  2  mM,  MgCl2  1  mM,  Hepes/NaOH  10  mM,  glucosa  10  mM,  pH  7.2).  Se  añadió  el  segundo 
fluorocromo (10 M oxonol (DisBac2(3)) disuelto en VIPR‐salino) junto con los compuestos (preparados 
según el apartado 2.3) a una dilución 1:200  (2 l de compuesto/400l oxonol 10 M) utilizando una 
estación BiomekFXTM. De esta mezcla, 100 l fueron pipeteados a 3 placas de células, según se indica en 
el  apartado  anterior.  Las  células  se dejaron  incubar durante 45 minutos  a  temperatura  ambiente  en 
oscuridad. A continuación las placas fueron leídas en una estación Voltage Ion Probe Reader (VIPR II)TM 
(Aurora), que añadió 25 M de veratradina  (una neurotoxina que abre los canales de sodio), leyendo de 
manera continua durante 50 segundos (Figura 3). 
 
 
 
Como control positivo se utilizó  la TTX  (1 µM) y como control negativo DMSO 0.3% / etanol 0.2%. Los 
datos  fueron analizados mediante el programa de  cálculo ScreenerTM  (Genedata).  Se  calculó un valor 
basal como la media de los valores a 2‐5 segundos para cada una de las sondas, y como valor máximo la 
media a 30‐32 segundos. El ratio entre estos dos valores para cada sonda fue utilizado para calcular el % 
de inhibición a cada concentración, y la determinación de la CI50 de cada compuesto (Figura 4). 
 
Figura 3. Lectura de placas del ensayo  funcional Nav1.5. Cada 
celdilla  muestra  la  lectura  de  fluorescencia  en  cada  pocillo 
durante 50 segundos. La emisión de fluorescencia de  la sonda 
CC2‐DMPE  se muestra  en  azul),  la  del  oxonol  (DiSBAC2(3)  en 
rojo. El ratio entre ambas (azul/rojo) se muestra en verde.  
Control negativo. Canal abierto
Control positivo. Canal bloqueado
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5.2. CANAL DE CALCIO TIPO L Cav1.2 
Los  canales  de  calcio  dependiente  de  voltaje  permiten  el  flujo  de  calcio  a  través  de  la membrana 
plasmática  bajo  el  gradiente  electroquímico  correspondiente  al  canal  abierto.  Existen  tres  clases  de 
bloqueantes de  los canales de calcio tipo L; dihidropiridinas, benzotiazepinas y fenilalquilaminas. Estas 
tres clases de bloqueantes del canal de calcio son químicamente distintos y se unen a diferentes sitios 
bien definidos, con distinta localización topográfica en la subunidad 1c del poro (Figura 5). 
 
 
 
Con el fin de estudiar las posibles interacciones entre el canal de calcio tipo L y las ACGs o la rotenona, se 
realizaron dos tipos de ensayos, de unión receptor‐ligando (con distintos ligandos), y de tipo funcional, 
donde se determinó el flujo de iones calcio a través del canal Cav 1.2. 
 
 
 
Figura 4. Ejemplos de  curvas dosis‐respuesta de 
los compuestos estándar empleados en el ensayo 
funcional Nav1.5. A. TTX; B. Tetracaína. 
Figura 5. Subunidades del canal de calcio tipo L humano y sitio de unión de las tres clases de bloqueadores
del canal. DHP: dihidropiridinas. 
A  B 
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5.2.1. Ensayos de unión receptor‐ligando 
Como fuente del canal de calcio de tipo L se utilizaron membranas de músculo esquelético de conejo. 
Debido a la existencia de múltiples sitios de unión a ligando en este canal, se seleccionaron tres ensayos 
distintos destinados a caracterizar cada uno de estos sitios de unión. 
 Sitio de unión a benzotiazepinas. Se utilizó como ligando radiactivo [3H]‐diltiazem (NEN), y como 
ligando no radiactivo [1H]‐diltiazem (Sigma Aldrich) (Glossmann et al. 1983). 
 Sitio de unión  a dihidropiridinas.  Se utilizó  como  ligando  radiactivo  [3H]‐nitrendipina  (NEN),  y 
como ligando no radiactivo [1H]‐nitrendipina (Sigma Aldrich) (Rogart et al.  1986).  
 Sitio de unión de fenilalquilaminas. Se utilizó como  ligando radiactivo [3H]‐verapamilo  (NEN), y 
como ligando no radiactivo [1H]‐verapamilo (Sigma Aldrich) (García et al. 1984).  
Para  la  implementación  y  puesta  a  punto  de  estos  ensayos  se  hicieron  curvas  de  concentración  de 
receptor y de ligando, así como una cinética a distintos tiempos de incubación, con el fin de establecer 
los parámetros adecuados para cada ensayo. 
Las membranas purificadas de músculo esquelético se descongelaron y se pasaron por aguja de 3 a 4 
veces para mejorar la homogenización de la preparación. Para cada ensayo se utilizó una concentración 
de proteína (membrana de músculo) de 25‐35 µM/pocillo y una concentración de ligando de 11 nM de 
[3H]‐diltiazem, 0.3 nM de  [3H]‐nitrendipina o 4.2 nM de  [3H]‐verapamilo. Los compuestos, preparados 
como  se  describe  en  el  apartado  2.3,  fueron  añadidos  utilizando  una  estación  Aquarius96TM  a  una 
dilución 1:200, en un volumen  final de ensayo de 500 µl en  tampón Tris 50 mM, pH 7.4, estando  los 
compuestos  ensayados  por  triplicado  en  curvas  de  6  puntos  (diluciones  1:2)  a  una  concentración 
máxima de 50 µM. Las placas se incubaron a 25ºC en agitación durante 1 hora (Glossmann et al. 1983). 
La mezcla  se  filtró usando un Harvester  FiltermateTM  añadiendo  2 ml  de  tampón  Tris  50 mM  a  4ºC, 
utilizando placas de filtro GF/C previamente tratadas durante 1 hora con 0.33% PEI. Las placas de filtro 
se dejaron secar durante 3 horas a 45ºC y se leyeron en un TopCountTM tras añadir 60 µl de líquido de 
centello Microscint‐0. 
Como control positivo (unión no especifica) se utilizó diltiazem 20 µM para el ensayo del sitio de unión a 
benzotiazepinas, nitrendipina 20 µM para el ensayo del sitio de de unión a dihidropiridinas, verapamilo 
20 µM para el ensayo del sitio de de unión a fenialquilaminas, y DMSO 0.3% / etanol 0.2% como control 
negativo en todos los casos. Con estos datos se calculó el % de inhibición para cada concentración de las 
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ACGs y rotenona y a continuación la CI50 de cada compuesto, utilizando para ello el programa de cálculo 
ADATM. 
5.2.2. Ensayos funcionales 
El ensayo funcional del canal de calcio se realizó en dos condiciones distintas, en condiciones de reposo 
de la célula (‐70 mV) y en condiciones de semi‐despolarización (‐35 mV), en la cual podemos encontrar 
canales en estado  inactivado y abierto. En esta última situación se favorece  la unión de todos  los tipos 
de bloqueantes de  canales de  calcio,  incluyendo dihidropiridinas,  fenilalquilaminas  y benzotiazepinas 
(Figura 6). 
 
 
Para realizar estos ensayos se utilizaron células HEK293 que expresan, además del canal Cav1.2, el canal 
de  K+  rectificador  Kir  2.3,  lo  cual  asegura  que  el  potencial  de membrana  pueda  ser  controlado  por 
concentraciones externas de K+. Un incremento en la concentración de potasio extracelular incrementa 
el  flujo  de  Ca2+  a  través  de  los  canales  de  calcio  tipo  L  dependientes  de  voltaje,  debido  a  la 
despolarización de la membrana celular. Estas células responden al aumento del K+ extracelular con un 
rápido  incremento  en  la  concentración  de  Ca2+  interno  (Xia  et  al.  2004).  El  flujo  de  calcio  se midió 
utilizando  la sonda fluorescente Fluo‐4‐AM, según se ha descrito en el apartado 4.4. La señal originada 
por el Fluo‐4‐AM fue medida en un VIPR II durante 60 segundos. 
B
Figura 6. Comportamiento de los tres tipos de bloqueadores del canal 
de calcio tipo L Cav1.2 en el ensayo funcional realizado en condiciones 
de  reposo  (‐70  mV,  curvas  rojas)  y  semi‐despolarización  (‐35mV, 
curvas  azules).  En  condiciones  de  semi‐despolarización  los  tres 
bloqueadores  muestran  una  CI50  inferior.  A.  Benzotiazepinas 
(diltiazem).  B.  Fenilalquilaminas  (metoxiverapamilo).  C. 
A 
C 
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Los compuestos se prepararon según se ha  indicado en el apartado 2.3 y se añadieron a una dilución 
1:200 (2 l de compuesto / 400l de tampón de ensayo) mediante una estación BiomekFXTM, según se 
describe en el apartado 5.2. Como control positivo se utilizó isradipina 250 nM y como control negativo 
DMSO / etanol a la misma concentración que en las muestras con ACG o rotenona. 
A. Ensayo  en  condiciones  de  semi‐despolarización  (‐35mV).  Las  placas  de  células  se  lavaron  con 
Potassium Pre‐polarization Buffer  I (PPB  I) 100 µl/pocillo (NaCl 146.2 mM, KCl 5.8 mM, CaCl2 5 
µM, MgCl2 1.7 mM, Hepes 10 mM, pH 7.2).  Se  añadieron 160 µl/pocillo de 4 µM  Fluo‐4  con 
0.02%  ácido  plurónico  (MolecularProbes  P‐3000TM)  previamente  preparado  en  PPB  I 
suplementado con glucosa 10 mM. Las células con Fluo‐4  se  incubaron durante 30 minutos a 
temperatura ambiente, en oscuridad. Se retiró el Fluo‐4 y las células se lavaron 2 veces con 100 
µl/pocillo de Potassium Pre‐polarization Buffer II (PPB II) (NaCl 127mM, KCl 25 mM, CaCl2 5 µM, 
MgCl2 1.7 mM, Hepes 10 mM, pH 7.2). El aumento en la concentración de K+ generó el estado de 
semi‐despolarización.  A  continuación  se  añadieron  los  compuestos  mediante  una  estación 
BiomekFX™ a una dilución 1:200  (2 l de compuesto / 400l de PPB  II). De  la mezcla, 100 l 
fueron  pipeteados  a  3  placas  de  células.  Las  placas  se  incubaron  durante  30  minutos  en 
oscuridad  a  temperatura  ambiente.  La  señal  de  fluorescencia  emitida  por  el  Fluo‐4  unido  al 
calcio  citosólico  fue  registrada por un  FLIPRTETRA,  indicando  en  cada pocillo  los  cambios  en  la 
concentración  intracelular de Ca2+, 60  segundos después de  la adición de 25 µl de Ca Trigger 
Buffer (CTB) (NaCl 119 mM, KCl 25 mM, CaCl24 mM, MgCl2 1.7 mM, Hepes 10 mM, pH 7.2). 
B. Ensayo en condiciones de reposo (‐70 mV). La primera parte del ensayo se realizó en las mismas 
condiciones que las descritas en el apartado anterior. Sin embargo en este caso, una vez que las 
células fueron incubadas con Fluo‐4‐AM, éste se retiró de las placas y las células se lavaron dos 
veces  con  100  µl/pocillo  de  PPB  I,  que  contiene  una  baja  concentración  de  potasio,  lo  cual 
permite  que  las  células  mantengan  el  potencial  en  estado  de  reposo.  A  continuación  se 
añadieron  los  compuestos  disueltos  en  PPB  I,  siguiendo  el mismo  protocolo  descrito  en  el 
apartado anterior, realizándose igualmente su lectura en el FLIPRTETRA. 
Los datos fueron analizados mediante el programa de cálculo Screener™ (Genedata). Se calculó el valor 
basal como la media de los valores a 2‐5 segundos, y el valor máximo como la media a 30‐32 segundos. 
El ratio entre estos dos valores se empleó para el cálculo del % de inhibición a cada concentración y la 
determinación posterior de la CI50 para cada uno de los compuestos (Figura 7). 
Materiales y Métodos 40 
 
 
 
 
5.3. CANAL DE POTASIO hERG 
Para el estudio de este canal se realizaron dos ensayos distintos, uno de unión receptor‐ligando y otro 
funcional. 
5.3.1. Ensayo de unión receptor‐ligando 
Como  fuente  de  canal  de  potasio  hERG  se  utilizaron  membranas  purificadas  de  células  HEK293 
transformadas, que tienen una alta expresión de hERG. Para el ensayo se utilizó una concentración de 
proteína (membranas) de 25‐40 µM/pocillo y una concentración de 25 pM del radioligando [35S]‐MK499 
(Figura 8) (Raab et al., 2006), un bloqueador del canal de potasio hERG de alta afinidad (Butcher et al. 
2005; Fernandez et al. 2004). 
 
 
 
Los  compuestos  preparados  como  se  describe  en  el  apartado  2.3  fueron  añadidos  utilizando  una 
estación de dispensación de líquidos Aquarius96TM (Tecan) a una dilución 1:200, estando los compuestos 
ensayados por triplicado en curvas de 6 puntos (diluciones 1:2) a una concentración máxima de 50 µM, 
en  un  volumen  total  de  ensayo  de  1 ml/pocillo  en  tampón  Hepes  10 mM,  pH  7.4  a  temperatura 
Figura 7. Ejemplos de curvas dosis‐respuesta del ensayo funcional del canal Cav1.2 para tres agentes bloqueantes,
obtenidos con el programa Screener™. A. Isradipina; B. Verapamilo; C. Diltiazem. 
A  B C 
Figura 8. Estructura del [35 S]‐ (+)‐N‐[1'‐(6‐ciano‐1,2,3,4‐tetrahidro‐2(R)‐naftalenil)‐3,4‐dihidro‐4(R)‐hidroxispiro
[2H‐1‐benzopiran‐2,4'‐piperidina]‐6‐il] metanosulfonamida, [35S]‐MK499. 
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ambiente. Las placas se incubaron a 25ºC en agitación durante 2 horas. La mezcla se filtró utilizando un 
Harvester FiltermateTM (PerkinElmer), añadiendo 2.5 ml de tampón Hepes 10 mM a 4ºC a placas de filtro 
GF/B  (PerkinElmer)  previamente  tratadas  durante  1  hora  con  0.33%  de  polietilenimina  (PEI)  (Sigma 
Aldrich).  Las placas de  filtro  se dejaron  secar durante 3 horas a 45ºC y  se  leyeron en un TopCountTM 
(PerkinElmer) añadiendo 60 µl de líquido de centello Microscint‐20 (PerkinElmer). Como control positivo 
utilizamos astemizol (1 µM) y como control negativo DMSO 0.3% / etanol 0.2%.  
Los datos fueron analizados utilizando el programa de cálculo ADATM, como en el apartado 3.1, tomando 
como 100% de bloqueo del canal  (control positivo) el tratamiento con 1 µM astemizol   y como 0% de 
bloqueo del canal  (control negativo) el solvente. Con estos datos se calculó el % de  inhibición a cada 
concentración, aplicando la fórmula: 
 
 
 
 
A continuación y usando el algoritmo de Levenberg‐Marquardt para ajustar la curva de dosis‐respuesta, 
se cálculo la CI50de cada compuesto, interpolando en la curva obtenida. 
5.3.2. Ensayo funcional  
Para  caracterizar mejor el  comportamiento del  canal de potasio hERG en presencia de  las ACGs  y  la 
rotenona se utilizó un ensayo  funcional basado en  la utilización de una sonda  fluorescente  (FluxORTM, 
Invitrogen) que emite fluorescencia tras su unión a  iones talio (Beacham et al. 2010). El FluxORTM está 
protegido por grupos AM que impiden la fluorescencia fuera de la célula. Cuando entra en la célula, las 
esterasas del citosol eliminan los grupos AM, y el FluxORTM pasará a su forma activa en la que es capaz 
de unir el talio, que pasa al citoplasma a través del canal hERG (Figura 9), resultando en  la emisión de 
fluorescencia. 
 
Figura  9. Fundamento  de  ensayo  funcional del  canal 
hERG utilizando la sonda fluorescente FluxORTM. 
Control negativo – Control positivo 
X 100 %  Inhibición  = 
Control negativo ‐ Compuesto 
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Las células HEK293 expresando el canal hERG se sembraron en placas negras de 96 pocillos tratadas con  
poli‐D‐lisina y se dejaron incubando durante 24 horas. Después de este tiempo, las placas fueron lavadas 
con tampón  de ensayo (NaCl 165 mM, KCl 4.5 mM, CaCl2 2 mM, MgCl2 1mM, Hepes 10 mM y glucosa 10 
mM,  pH  7.4).  A  continuación  se  añadieron  80  l  de  FluxORTM  disuelto  en  tampón  de  ensayo.  El 
fluorocromo se dejó incubando con las células durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación 
se  lavaron  las placas  con 100l de  tampón de ensayo y  se añadieron  los  compuestos a una dilución 
1:200  (2 l de  compuesto  / 400l de  tampón de ensayo) utilizando una estación BiomekFXTM. De  la 
mezcla, 100 l fueron pipeteados a 3 placas de células, estando los compuestos ensayados por triplicado 
en  curvas  de  6  puntos  (diluciones  1:2)  a  una  concentración máxima  de  50  M.  Las  placas  fueron 
incubadas con los compuestos 30 minutos y a continuación se leyeron en un FLIPRTETRA, el cual añadió 20 
l de tampón de estimulo (Tl2SO4 + K2SO4), y realizó la lectura de la fluorescencia durante 120 segundos 
(Figura 10), permitiendo analizar la cinética del canal. 
 
 
 
 
 
 
Los datos fueron analizados utilizando el programa de cálculo ScreenerTM (Genedata). Se calculó el valor 
basal  como  la media  de  los  valores  a  2‐5  segundos,  y  el  valor máximo  como  la media  a  los  90‐92 
segundos. El ratio entre estos dos valores fue el utilizado para el cálculo posterior del % de inhibición a 
cada concentración, para la determinación de la CI50 de cada compuesto (Figura 11). 
Figura 10. Ejemplo de lecturas de una placa del ensayo funcional hERG. La figura muestra el nivel de fluorescencia 
en cada pocillo de la placa durante la lectura de 120 segundos. En aquellos pocillos donde el canal de potasio está 
abierto éste permite pasar el talio, obteniendo altos valores de  fluorescencia. Al bloquear el canal de potasio se 
obtienen  valores  inferiores  de  fluorescencia. Como  control  positivo  se  utilizó  astemizol  (2 µM)  y  como  control 
negativo DMSO 0.3% / etanol 0.2%.  
Astemizol 2 µM  Curva de astemizol
DMSO / etanol  
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Figura 11. Ejemplos de curvas dosis‐respuesta de los compuestos estándar utilizados durante el ensayo 
funcional del canal hERG. A. Astemizol; B. Amiodarona; C. Haloperidol; D. Terfenadina. 
A  B C D
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1. ESTUDIO DE CITOTOXICIDAD MEDIANTE EL ENSAYO DE MTT 
Las acetogeninas han sido descritas previamente como compuestos con potente actividad citotóxica sobre 
células tumorales (Liu et al. 2007; Yang et al. 2009). Para iniciar el estudio sobre el mecanismo de acción de 
las ACGs, se realizó el ensayo de MTT sobre 8 líneas celulares con 18 compuestos pertenecientes a 7 familias 
de  ACGs  con  estructuras  químicas  diversas  (Introducción,  sección  1).  Con  este  ensayo  pretendíamos 
caracterizar la actividad citotóxica de las ACGs sobre un amplio espectro de líneas celulares. En la Tabla 1 se 
muestran  los  datos  de  DE50  (dosis  efectiva  para  provocar  el  50%  de muerte  celular)  obtenidos  en  este 
ensayo. Se utilizaron varios controles de referencia (actinomicina D, doxorubicina, MMS y rotenona), como 
control negativo se utilizó DMSO al 0.5%. 
 
 
   Actividad citotóxica DE50 (μM): Media±Stdv 
   A549  HepG2  HT29  MES‐SA  MES‐SA/Dx5  MCF‐7  CCD 16 Lu  184A1  
  pulmón  hígado  colón útero útero mama  pulmón NT mama NT
laherradurin  41±11  68±14  198±9  53±2  85±3  102±13  >500  >500 
almuñequin  112±28  1.6±0.5  28±4  16±3  78±1  7.1±1.8  480±20  7.1±1.1 
aromin  87±13  130±22  69±3  64±2  43±3  30±11  137±19  22±1.2 
cherimolin‐1  55±10  1.1±0.2  42±8  23±2  34±3  17±5  103±22  0.15±0.05 
guanaconetin‐1  >277.5  71±9  >277.5   >277.5  >277.5  36±9  >277.5   >277.5  
guanaconetin‐3  34±4  7.1±3.5  171±38  32±1  46±6  15±3  >500    4.7±0.8 
guanaconetin‐4  31±2  5.4±3.1  >500  >500  226±18  13±4  >500    27±13 
motrilin  33±12  1.8±0.6  150±12  27±2  53±4  26±7  >500    51±3 
rolliniastatin‐1  >500   12±2  160±36  >500  52±9  17±2  46±33  237±122 
squamocin  >500   7.5±0.7  23±1  17±4  18±1  14±4  22±5  0.34±0.16 
iso‐rolliastatin‐1  >500  12±8  457±32  99±15  54±5  28±8  >500    327±107 
annonacin  88±7  4.3±1.5  34±1  17±3  18±2  27±10  11±5  8.6±0.7 
annonacin‐A  >286.7   8.8±2.6  43±3  30±2  36±1  4.7±0.7  49±6  8.4±1.3 
annonacinona  126±44  20±10  74±7  59±4  62±1  17±3  70±4  21±2 
densicomacin  91±7  2.3±0.8  29±3  9.3±1.6  20±2  24±12  20±2  0.23±0.05 
gigantetronenin  149±7  7.4±0.1  44±3  30±1  36±1  17±2  21±6  13±3 
iso‐annonacin  132±22  23±12  57±2  26±5  30±1  12±1  >500  13±5 
iso‐annonacinona  84±11  11±2  138±8  6.9±1.7  21±1  6.2±0.6  230±29  147±19 
actinomicina D  204±15  91±10  183±20  82.4±11  19±2  4.3±1  158±23  115±121 
doxorubicina  128±12  86±8  214±27  155±15  >500  21±3  85±12  399±41 
MMS  326±17  481±21  640±18  422±21  990±42  321±32  559±27  422±28 
rotenona  29±4  26±4  187±16  443±20  206±19  79±12  215±21  132±23  
Tabla 1. Actividad citotóxica de 18 ACGs frente a 6 líneas celulares tumorales y 2 líneas no‐tumorales (CCL 204 y CRL8798)
en un ensayo de MTT. El dato de DE50 es la media entre triplicados, se indica la desviación estándar para cada caso. Los 
colores marcan las distintas familias de ACGs. NT (no tumoral) 
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Dentro de  la  familia de  las ACGs bis‐tetrahidrofuránicas adyacentes con  γ‐lactona α,β‐insaturada  (motrilin, 
rolliniastatin‐1,  squamocin,  guanaconetin‐1,  guanoconetin‐3  y  guanaconetin‐4),  la  que  presentó  mayor 
actividad citotóxica frente a las líneas tumorales fue squamocin. Cabe destacar la falta de actividad citotóxica 
de  guanaconetin‐1,  la  cual  solo mostró  actividad  frente  a  la  línea  tumoral  de mama  (MCF‐7)  e  hígado 
(HepG2), la línea celular más sensible frente a esta familia de compuestos. Guanaconetin‐3, guanaconetin‐4 
y motrilin  presentaron  una  DE50  ≈  30  μM  frente  a  la  línea  tumoral  de  pulmón  (A549),  sin  embargo,  no 
mostraron actividad frente a la línea no tumoral de este mismo órgano (CCD 16 Lu). 
Almuñequin,  cherimolin‐1  y  aromin  (ACGs  bis‐tetrahidrofuránicas  no  adyacentes  con  γ‐lactona  α,β‐ 
insaturada) presentaron actividad citotóxica  frente a  todas  las  líneas celulares. Almuñequin y cherimolin‐1 
mostraron un perfil de citotoxicidad muy similar, con DE50 muy cercanas (< 3 veces de diferencia) frente a 
todas  las  líneas  tumorales, mientras  que  aromin mostró mayores  diferencias. Almuñequin  y  cherimolin‐1 
presentaron mayor citotoxicidad frente a HepG2, mientras que aromin fue más potente contra MCF‐7. 
Laherradurin  (ACG bis‐tetrahidrofuránica adyacente con  γ‐lactona saturada, β‐hidroxilada) mostró una alta 
actividad citotóxica frente a todas las líneas tumorales, pero no sobre las líneas celulares no tumorales.  
Iso‐rolliniastatin‐1  (ACG  bis‐tetrahidrofuránica  adyacente  con  γ‐lactona  saturada  "tipo  iso")  mostró  una 
actividad comparable con rolliniastatin‐1 frente a varias líneas tumorales (A549, HepG2, MES‐SA/Dx5, MCF‐
7) y la línea no tumoral de mama (184A1). En contraste, presentó mayor actividad frente a MES‐SA y menor 
sobre HT29 que  rolliniastatin‐1, y una profunda diferencia  frente a  la  línea celular no  tumoral de pulmón 
(CCD 16 Lu)., sobre la cual la forma “iso” no exhibió actividad citotóxica detectable. 
Las ACGs mono‐tetrahidrofuránicas con γ‐lactona α,β‐insaturada α,α‐dihidroxiladas (annonacin‐A, annonacin 
y annonacinona), al igual que las mono‐tetrahidrofuránicas con γ‐lactona α,β‐insaturada α‐monohidroxilada 
(gigantetronenin y densicomacin) presentaron mayor actividad sobre HepG2 y MCF‐7 y una menor actividad 
frente  a  A549.  Annonacin  fue  la más  potente  de  su  grupo  frente  a  todas  las  líneas  celulares  ensayadas 
excepto  frente a MCF‐7, donde annonacin‐A  fue más potente.  Igualmente, densicomacin  fue  ligeramente 
más potente que gigantetronenin  frente a casi  todas  las  líneas celulares, aunque  las diferencias  fueron en 
general pequeñas. 
Las  ACGs mono‐tetrahidrofuránicas  con  γ‐lactona  saturada  "tipo  iso"  (iso‐annonacin  e  iso‐annonacinona) 
presentaron una actividad citotóxica frente a las líneas tumorales comparable a las obtenidas con annonacin 
y annonacinona, pero tenían menor actividad frente a las líneas no tumorales, a excepción de iso‐annonacin 
frente a CRL8798, done no hubo diferencias apreciables con annonacin. 
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En general, no se observa una tendencia general en relación estructura‐actividad claramente definida entre 
las ACGs y su actividad citotóxica frente a las distintas líneas tumorales. Hay numerosos factores que pueden 
afectar a la actividad citotóxica de las ACGs en células tumorales en cultivo. Con el objetivo de esclarecer los 
detalles del proceso de muerte celular  inducida por estos compuestos nos propusimos estudiar los eventos 
intracelulares desencadenados a tiempos cortos tras su exposición a los mismos. Sin embargo, para ello era 
necesario caracterizar en más detalle  la cinética de  la muerte celular producida por  las ACGs, para  lo que 
utilizamos un ensayo de citotoxicidad diferente al anterior, con características más apropiadas para este tipo 
de estudio. 
2. ESTUDIO DE CITOTOXICIDAD MEDIANTE EL ENSAYO DE LDH 
Según  se ha descrito en  la  Introducción  (sección 3),  las ACGs  se han  clasificado en  tres  tipos  funcionales 
según su sitio de unión al Complejo I mitocondrial (Tormo et al. 1999). Basándonos en los datos obtenidos en 
el  ensayo  de MTT  y  en  los  datos  de  publicaciones  previas  (Royo  et  al.  2003;  Tormo  et  al.  2003;  2005;  
Chahboune  et  al.  2005;  Barrachina  et  al.  2007);  se  seleccionaron  cuatro  ACGs  para  estudiar  más  en 
profundidad  su mecanismo  de  acción,  eligiéndose  representantes  con  una  potente  actividad  citotóxica  y 
diferente sitio de unión al Complejo I mitocondrial; cherimolin‐1 (tipo A), laherradurin (tipo B), motrilin (tipo 
B) y rolliniastatin‐1 (tipo A/B). 
Para  comenzar  la  caracterización  detallada  de  los  compuestos  seleccionados,  éstos  fueron  ensayados  a 
varias concentraciones en un ensayo de citotoxicidad de LDH. Este ensayo permite estudios de citotoxicidad 
a tiempos cortos (a partir de 15 minutos), mientras que el ensayo de MTT no es apropiado para este tipo de 
estudios, ya que tiene un periodo de incubación mínimo con el sustrato de 3 horas. En este primer ensayo se 
probaron los compuestos a varios tiempos de incubación (desde 15 minutos a 48 horas). Como línea celular 
para  realizar  el  ensayo  se  usó  HepG2,  por  ser  la más  sensible  a  las  ACGs  en  el  ensayo  de MTT.  Como 
compuesto de referencia se utilizó la rotenona, por ser un inhibidor clásico del Complejo I, cuyo mecanismo 
de acción ha sido estudiado en profundidad. 
La rotenona presentó actividad citotóxica claramente observable a partir de  las 12 horas,  incrementándose 
dicha actividad de forma notable a las 24 horas, donde presentó más del 50% de muerte celular a todas las 
concentraciones ensayadas, y prácticamente el 100% a partir de 6,25 µM (Figura 1). 
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En  la  Figura  2  se muestra  la  actividad  presentada  por  las  ACGs  en  este mismo  ensayo.  Cherimolin‐1  no 
presentó apenas actividad citotóxica hasta  las 12 horas, ni  siquiera a  la máxima dosis empleada  (25 µM), 
pero después se observó un  rápido aumento de dicha actividad entre  las 12 y  las 24 horas, alcanzando el 
100% de muerte  celular  a  las 24 horas  a 25 µM. En  contraste, el  tratamiento  con motrilin  causa muerte 
celular desde una fase muy temprana, pudiéndose apreciar ya un 18% de muerte celular tras cuatro horas de 
tratamiento  a  25  µM,  y  aumentando  la  citotoxicidad  con  el  tiempo  de manera  aproximadamente  lineal. 
Laherradurin  presentó  una  actividad  citotóxica  menor  que  el  resto  de  ACGs  estudiadas,  solo  pudimos 
detectar niveles  significativos de muerte  celular  a partir de  las  24 horas. A dicho  tiempo  se detectó una 
actividad superior al 50% en las concentraciones superiores a 25µM, pero el 100% de muerte celular sólo se 
consiguió a dosis superiores a 50 µM. Finalmente, rolliniastatin‐1 mostró una alta actividad citotóxica desde 
los  tiempos  más  cortos  de  incubación,  presentando  un  35%  de  muerte  celular  a  las  2  horas  a  la 
concentración más alta ensayada (50 µM). Al igual que en el caso de motrilin, el % de muerte celular creció 
con el tiempo de forma más o menos lineal. 
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Figura 1. Efecto de  la rotenona a distintas concentraciones y a distintos tiempos. La gráfica muestra  la muerte 
celular  originada  con  respecto  a  los  controles  positivo  y  negativo  (DMSO  0.4%  /  etanol  0.2%  como  control 
negativo; Triton X‐100 como control positivo). 
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Figura 2. Efecto citotóxico de las ACGs a distintas concentraciones y a distintos tiempos de incubación, medido en 
un  ensayo  de  LDH.  La  gráfica muestra  los  datos  de muerte  celular  normalizados  con  respecto  a  los  controles 
positivo (Tritón X‐100 ) y negativo (DMSO 0.4% / etanol 0.2% ). 
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En función de estos resultados fijamos una especial atención en dos concentraciones de compuesto (25 µM y 
6.3 µM), donde vimos grandes diferencias entre  las propias ACGs y  la rotenona, y entre  las ACGs entre sí. 
Elegimos  tiempos de  incubación a partir de 6 horas para poder comparar  las ACGs, ya que cherimolin‐1 y 
laherradurin no mostraron citotoxicidad a tiempos más cortos. Los datos comparativos para las cuatro ACGs 
y la rotenona se muestran en la Figura 3. 
             
 
 
A  la  concentración  de  6.3  M  se  observa  un  efecto  similar  a  tiempos  de  6  y  12  horas,  mostrando 
rolliniastatin‐1 y motrilin mayor potencia con respecto a  laherradurin y cherimolin‐1. A tiempos de 24 y 48 
horas  la rotenona mostró un 100% de muerte celular, mientras que  las cuatro ACGs ensayadas mostraron 
actividades por debajo del 60%.  
A  la concentración de 25 M, se observa a  las 6 horas una clara diferencia en  la actividad citotóxica de  las 
cuatro ACGs, mostrando rolliniastin‐1 una actividad de 70% y motrilin del 40%, mientras que cherimolin‐1, 
laherradurin y rotenona mostraron actividades <20%. A las 12 horas estas diferencias se ven más acusadas. 
Las  diferencias  dejan  de  ser  relevantes  a  las  24  horas  donde  todos  los  compuestos  han  alcanzado  ya 
prácticamente  un  100%  de  muerte  celular,  excepto  laherradurin  con  un  30%  de  muerte  celular  (que 
aumenta al 70% a las 48 horas). 
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Figura 3. Efecto citotóxico de las ACGs y rotenona a dos concentraciones (6.3 µM y 25 µM) y a distintos tiempos de 
incubación.  Los  asteriscos  indican  la  significancia  estadística  de  las  diferencias  entre  los  datos  de  las  ACGs 
comparados con la rotenona a la misma concentración y tiempo de incubación (P*<0.05; P**<0.01; P***<0.001). 
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3. DISMINUCIÓN DE LOS NIVELES DE ATP CELULAR 
Se han realizado muchos trabajos estudiando  la actividad  inhibitoria de  las ACGs sobre el Complejo  I de  la 
cadena  respiratoria mitocondrial en modelos  in vitro  (Estornell et al. 1992; Fato et al. 1996; Tormo et al. 
1999).  En  estos  trabajos  se  evaluaron  sobre  partículas  submitocondriales  de  corazón  de  ternera  dos 
parámetros: a) la actividad integrada NADH oxidasa (NADH Ox), con NADH como dador de electrones, donde 
la disminución en la depleción de absorbancia indica una disminución en la actividad del Complejo I; y b) la 
actividad  específica  NADH  decilubiquinona  oxidoreductasa  (NADH:DB),  donde  los  Complejos  III  y  IV  son 
inhibidos y se mide la disminución de la velocidad de oxidación del NADH (Estornell et al. 1992). 
 
 
  NADH Ox (nM)  NADH:DB (nM) 
  CI50  CI50 
cherimolin‐1**  1.84 ± 0.27  5.18 ± 0.63 
motrilin**  0.41 ± 0.04  0.81 ± 0.13 
laherradurin**  0.18 ± 0.02  0.29 ± 0.01 
rolliniastatin‐1*  0.62 ± 0.04  0.74 ± 0.04 
rotenona*  5.1 ±0.9  28.8 ± 1.5 
 
Apoyándonos en estos datos (Tabla 2), en los que quedaba demostrado que las ACGs inhiben el Complejo I 
mitocondrial con mayor potencia que  la rotenona, quisimos ver si esta  inhibición tenía como consecuencia 
una disminución correlativa en la cantidad de ATP celular debido a su influencia en la CTE mitocondrial. Por 
ello medimos la concentración de ATP celular a distintos tiempos tras el tratamiento con los compuestos. 
En  la Figura 4 se puede observar un descenso en  la concentración de ATP, que se hace más acusado a  lo 
largo del tiempo para todas las ACGs y la rotenona, comparándolo con el control negativo del solvente. Esto 
parece confirmar que la inhibición del Complejo I resulta efectivamente en una disminución de la capacidad 
de síntesis de ATP. Sin embargo a los tiempos de incubación ensayados, la interpretación de los datos podía 
ser ambigua, ya que el ensayo de LDH señala también la existencia de muerte celular (Figura 3), por lo que la 
disminución de ATP podía deberse también al menor número de células viables. 
Tabla 2. CI50 de las cuatro ACGs seleccionadas y rotenona en dos ensayos de inhibición del Complejo I mitocondrial. 
*Tormo et al. 1999     ** Tormo et al. 2001
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En  consecuencia,  decidimos  estudiar  el  efecto  de  cada  ACG  sobre  la  concentración  de  ATP  en  unas 
condiciones en las que, según el ensayo de LDH, no se observara un efecto muy marcado sobre la viabilidad 
celular. Elegimos para ello tiempos de incubación en los que a la mayor concentración no se superase el 20% 
de muerte  celular,  tiempos que  fueron distintos para  cada ACG, ya que no  todas ellas produjeron efecto 
citotóxico a los misma velocidad. 
En  la  Figura  5 puede  verse que  todas  las ACGs  y  la  rotenona provocaron una patente disminución  en  la 
concentración  de ATP celular, incluso a dosis y tiempos de incubación en los que el % de muerte celular era 
muy pequeño. En condiciones de menos de un 20% de muerte celular, se observó una disminución de ATP 
del 40‐50% en  todos  los casos,  lo cual nos  indicaba que el bloqueo del Complejo  I, y por  tanto de  la CTE, 
influía directamente en la producción de ATP celular. 
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Figura 5. Disminución de  la concentración de ATP en relación a  la muerte celular, producidos por el tratamiento con 
ACGs o rotenona. Para poder comparar ambos datos, las concentraciones de ATP se expresaron como % con respecto 
al control negativo del solvente (0.3% DMSO/0.2% etanol), tomado como 100%. 
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4. PRODUCCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (EROs) Y SUPERÓXIDOS 
Otra de  las consecuencias descritas  repetidamente que  se dan al  inhibir el Complejo  I es  la  formación de 
especies reactivas de oxigeno (EROs) y de radicales superóxidos (Dykens et al. 1994). Por ello, realizamos dos  
ensayos para comprobar si este efecto era también provocado por las ACGs, y medir su magnitud.   
En  la  Figura 6  (panel A)  se puede  ver que  transcurrida 1 hora de  incubación  con  cherimolin‐1, motrilin  y 
rolliniastatin‐1 a 6.3 µM, se observaba un aumento en  la producción de EROs en torno al 50%. Rotenona a 
este  tiempo  mostró  un  efecto  significativamente  menor,  y  laherradurin  no  mostró  prácticamente  un 
aumento  apreciable. A partir de  las 3 horas,  sin embargo,  cherimolin‐1, motrilin,  laherradurin  y  rotenona 
alcanzaron valores equiparables, duplicando aproximadamente el valor basal. En el caso de rolliniastatin‐1 
obtuvimos valores decrecientes a  las 12 horas. A este tiempo esta ACG produce más de un 50% de muerte 
celular (Figura 2), lo que explicaría la menor cantidad de fluorescencia detectada en este caso.  
A  la  dosis  superior  ensayada  (25  µM),  el  efecto  sobre  la  producción  de  EROs  a  tiempos  cortos  fue 
relativamente similar para  todos  los compuestos, aunque  todavía  fue  ligeramente menor para  rotenona y 
laherradurin. La disminución observada a tiempos más largos para  rolliniastatin‐1 fue aún más pronunciada. 
Este mismo efecto de disminución de  la  fluorescencia, aunque menos acusado,  se observó en el  resto de 
ACGs y en la rotenona a tiempos más largos, coincidiendo con la detección de muerte celular. 
De  igual  forma,  se  puede  ver  que  después  de  1  hora  de  incubación  se  producen    también  altas 
concentraciones de radicales superóxidos (Figura 6, panel B). A este tiempo, todas  las ACGs, al  igual que  la 
rotenona, mostraron en torno al 50% de aumento en la concentración de radicales superóxidos sobre el nivel 
basal, a  la dosis más baja ensayada, y más de un 70% de aumento a  la dosis más alta. A  las 3 horas estos 
niveles llegan a duplicar los niveles basales. De forma similar a lo observado con la producción de EROs, a las 
6 horas  se observó una disminución de  fluorescencia en motrilin  y en  rolliniastatin‐1, debido  a  la menor 
cantidad de células en pocillo, originada por la actividad citotóxica de estas dos ACGs a este tiempo (47% en 
motrilin y 67% en rolliniastatin‐1). 
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En  la Figura 7 pueden verse  las fotografías tomadas a 1 y 3 horas de  incubación con  las ACGs,  junto con  la 
rotenona y el control negativo, en las que se observan los efectos descritos anteriormente. 
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Figura 6.  Formación de  EROs  y  radicales superóxidos, producida  en  células HepG2  tras  el  tratamiento con
distintas ACGs y rotenona, a distintos tiempos y concentraciones. Se determinó el ratio de formación de EROs 
con respecto al control negativo del solvente. Los asteriscos indican el nivel de significancia estadística de los 
datos de las ACGs en relación a la rotenona (P*<0.05; P**<0.01; P***<0.001). 
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          EROS  1h                           EROS  3h                     SUPERÓXIDOS 1h           SUPERÓXIDOS 3h 
 
 
 Figura  7.  Imágenes  de microscopía  de  fluorescencia debida  a  la producción  de EROs y  radicales  superóxidos en 
células HepG2 incubadas a distintos tiempos con ACGs y rotenona. Las columnas A y B muestran la fluorescencia de 
la sonda DCDHF_DA, que detecta EROs, después de 1 y 3 horas de incubación con los compuestos, respectivamente. 
En  la  columna C  y D  se muestra  la  fluorescencia de  la  sonda DHE, proporcional  a  la  concentración de  radicales 
superóxidos, a 1 y 3 horas respectivamente. Al pie se muestran los controles basales en presencia del solvente. 
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5. COLAPSO DEL POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL 
La inhibición del Complejo I mitocondrial, y por lo tanto de la CTE, afecta al transporte de protones a través 
de  la membrana,  lo que conlleva una pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Δψm) y su colapso. 
Este proceso se puede estudiar mediante  la sonda fluorescente JC‐1, que se acumula en  la mitocondria en 
forma de agregados cuando el Δψm está intacto (fluorescencia roja), y en el citosol en forma de monómeros 
cuando éste se colapsa  (fluorescencia verde)  (Giuliani et al. 2009). Los datos  representados en  la Figura 9 
muestran  el  cociente  entre  la  fluorescencia  en mitocondrias  y  en  citosol  (rojo/verde),  normalizados  con 
respecto al control negativo del solvente a cada tiempo, que representa la situación de mitocondria intacta 
(100%).  
 
 
 
 
Como  se  observa  en  la  Figura  8,  a  la  concentración  de  6.3  µM,  las  células  tratadas  durante  1  hora  con 
motrilin mostraron un 40% de descenso del  Δψm, mientras que con el  resto de  compuestos el efecto  fue 
apenas perceptible a este tiempo. En general, a las 6 horas ya se observaron efectos pronunciados con todas 
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Figura 8. Efecto de  las ACGs y  rotenona sobre el Δψm en células HepG2. Los compuestos  fueron ensayados a dos 
concentraciones (6.3 µM y 25 µM), y a varios periodos de incubación (de 1 a 24 horas). Los datos se normalizaron con 
referencia  al  solvente  (DMSO/etanol)  considerado  como  el  Δψm  intacto.  Los  asteriscos  indican  el  nivel  de 
significancia estadística de los datos de las ACGs en comparación con la rotenona (P*<0.05; P**<0.01; P***<0.001).  
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las ACGs, con descensos superiores al 50%, y a tiempos más largos el colapso del del Δψm fue practicamente 
total. 
A  la  concentración más  alta  ensayada,  después  de  1  hora  de  incubación,  solo  las  células  tratadas  con 
cherimolin‐1 mantienen el potencial de membrana mitocondrial  intacto, mientras que  las  células  tratadas 
con motrilin, laherradurin, rolliniastatin‐1 y rotenona ya  empezaron a perder su Δψm, detectándose valores 
de  entre  40  y  70%  del  control.  Tras  6  horas  de  incubación,  todas  las  células  presentaron  prácticamente 
colapsado el Δψm, salvo las tratadas con laherradurin, que aún mantuvieron un 30%. Los valores de 12 y 24 
horas de  incubación a esta concentración no resultaron muy adecuados para observar diferencias entre  las 
ACGs, debido a la alta muerte celular producida a estos tiempos.  
JC1  1h                               JC1  12h                 JC1  1h                                JC1  12h 
 
 
 
 
Figura 9. Efecto de las ACGs y rotenona sobre el Δψm. Las fotografías fueron realizadas tras  una incubación de 1 
hora (columnas A) o 12 horas (columnas B), con una concentración de compuesto de 6.3 µM.  
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La Figura 9 muestra fotografías representativas tomadas al microscopio de fluorescencia, a dos periodos de 
incubación, utilizando  la concentración de 6.3 μM. Tras 1 hora de  incubación (columnas A) se puede ver el 
fluorocromo JC‐1 en el interior de la mitocondria, emitiendo en rojo. Tras 12 horas de incubación (columnas 
B),  la  sonda  no  puede  ya  entrar  en  la  mitocondria,  debido  a  la  pérdida  de  potencial  de  membrana 
mitocondrial, por lo que permanece en el citosol en forma de monómeros, los cuales emiten en verde. En el 
caso de la motrilin se observó una marcada fluorescencia verde tras 1 hora de incubación, indicando que la 
pérdida del Δψm es ya observable a este tiempo.  
6. IMPLICACIÓN DEL PORO DE PERMEABILIDAD TRANSITORIA MITOCONDRIAL EN LA MUERTE CELULAR 
MEDIADA POR ACGs 
Para determinar la implicación del PPTM en la muerte celular mediada por ACGs, se realizó el ensayo de LDH 
en presencia de ciclosporina A (CYA), ya que se ha descrito que este compuesto es capaz de bloquear dicho 
poro (Isenberg et al. 2000; Li et al. 2010). Los datos fueron comparados con los del ensayo de LDH realizado 
sin bloquear el PPTM. La hipótesis de trabajo fue que si el poro mitocondrial está implicado en el mecanismo 
de acción de  las ACGs, en presencia de CYA se debería observar una disminución en  la citotoxicidad de  las 
ACGs. Previamente se estudió el potencial efecto citotóxico de la CYA sobre las células, realizando curvas de 
10 puntos (diluciones 1:2 desde 50 M) a los mismos tiempos de incubación. A una concentración de CYA de 
10M se observó un efecto citotóxico menor del 5%, tanto a 12 como a 24 y 48 horas (datos no mostrados).  
En la Figura 10 se puede observar que al bloquear el PPTM con CYA se observa en general una disminución 
en  la muerte celular, aunque este efecto no fue  igualmente patente a todas  las concentraciones y tiempos 
de  tratamiento para  todas  las ACGs. Tan  sólo en el caso de  laherradurin no detectamos a ninguna de  las 
concentraciones ni tiempos ensayados ninguna diferencia en presencia de CYA. Para cherimolin‐1 se observó 
una  clara disminución en  la muerte  celular a  concentraciones  inferiores a 6.25M  tras 24 o 48 horas de 
tratamiento, así como una leve disminución de la muerte celular en células tratadas con 25 M durante 12 
horas,  pero  no  a  las  24  y  48  horas  a  esta  concentración.  Cuando  las  células  eran  tratadas  con motrilin 
durante 12 y 24 horas, pudimos ver que al bloquear el PPTM con CYA, disminuía significativamente la muerte 
celular a todas las concentraciones ensayadas. Este efecto se pierde sin embargo al tratar las células durante 
48 horas. El tratamiento con CYA, por otro lado, sí disminuyó la muerte celular producida por rolliniastatina‐
1 a todos los tiempos. En células tratadas durante 48 horas en presencia de CYA disminuyó la muerte celular 
a los mismos niveles que en células que habían sido tratadas 24 horas sin CYA. Finalmente, en el caso de la 
rotenona, solo detectamos cierta disminución de la muerte celular cuando las células eran tratadas durante 
12 horas, aunque a este tiempo la citotoxicidad resultó baja a todas las concentraciones. 
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Figura 10. Curvas de citotoxicidad inducida por ACGs a distintos tiempos de incubación y concentraciones 
en presencia o ausencia de ciclosporina A (CYA). 
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7. FLUJO DE CALCIO CITOSÓLICO‐MITOCONDRIAL EN LA APOPTOSIS 
Una vez que el poro de  transición está abierto  como  resultado de  la despolarización de  la membrana, el 
calcio mitocondrial puede salir al citosol. Para estudiar este proceso durante el tratamiento de las células con 
las  ACGs, monitorizamos  los  niveles  de  calcio  citosólico  y mitocondrial  usando  dos  sondas  fluorescentes 
capaces de detectar específicamente el calcio en estos distintos compartimentos celulares, Fluo‐4‐AM para 
el calcio citosólico y Rhod‐2 ‐AM para el calcio mitocondrial. 
A la concentración más baja ensayada y tras 3 horas de tratamiento no se observaron cambios perceptibles 
con ninguno de los compuestos. Sin embargo, tras el tratamiento con cherimolin‐1, motrilin, rolliniastatin‐1 y 
rotenona  a  25  µM,  se  observa  una modesta  disminución  en  la  concentración  de  calcio mitocondrial,  en 
paralelo  a  un  pequeño  aumento  en  el  calcio  citosólico,  de  forma  que  el  ratio  calcio mitocondrial/calcio 
citosólico disminuye con respecto al control negativo del solvente de manera significativa (Figura 11). Sólo en 
el caso de laherradurin se obtuvieron los mismos valores que en el control negativo.  
Cuando el tiempo de incubación se prolongó a 12 horas, el efecto fue sensiblemente más acusado a las dos 
concentraciones, tanto en los niveles de calcio mitocondrial como citosólico, lo que resulta en una profunda 
caída en el ratio entre ambos valores, en comparación con el control (Figura 11) 
       
       
Algunos  ejemplos  ilustrativos  de  estos  resultados,  obtenidos mediante microscopía  de  fluorescencia,  se 
muestran en la Figura 12. 
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Figura 11. Determinación de los niveles de calcio mitocondrial y citosólico tras el tratamiento con ACGs y rotenona. Se 
indica  el  ratio  entre  la  fluorescencia  de  Rhod‐2  y  Fluo‐4,  como  indicador  del  cociente  CM/CC  (calcio 
mitocondrial/calcio  citosólico),  a  dos  tiempos  de  incubación,  3  y  12  horas.  Los  asteriscos  indican  la  significancia 
estadística de los datos de los compuestos en comparación con el control de solvente, en el caso de las 3 horas, y de 
12 horas las ACGs y rotenona. (P*<0.05; P**<0.01; P***<0.001).  
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8. ACTIVACIÓN DE LA CASPASA‐9 
Hasta ahora habíamos estudiado todas  las etapas propias de  la apoptosis relacionadas con  la mitocondria. 
Pero  además  nos  interesaba  determinar  qué  eventos  tenían  lugar  tras  el  aumento  de  EROs  y  radicales 
superóxidos, el colapso del potencial de  la membrana mitocondrial,  la apertura del poro de transición y  la  
salida del calcio al citosol. Por ello, nuestro objetivo posterior fue evaluar la posible activación de la cadena 
de caspasas, un proceso característico de la apoptosis. Para ello medimos los niveles de actividad Caspasa‐9 
en células tratadas con ACGs o rotenona.  
Figura  12.  Fotografías  obtenidas  al microscopio  de  fluorescencia, mostrando la  fluorescencia  emitida  por  los  dos 
fluorocromos sensibles a los niveles de calcio, Rhod‐2‐AM (rojo) y Fluo‐4‐AM (verde), tras el tratamiento de las células 
HepG2 con  las ACGs y  la rotenona, a una concentración de 6.3 M. A. Células tras 3 horas de  incubación,  la mayor 
parte del calcio se encuentra en las mitocondrias. B. Células a las 12 horas de incubación, el calcio se encuentra en el 
citosol, excepto en el control del solvente. 
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Figura 13. Inducción de la actividad de la Caspasa‐9 en cultivos tratados con las ACGs y rotenona a varias
concentraciones  y  a  distintos  tiempos  de    incubación  (12,  24  y  48  horas).  RLU  (Unidades  relativas  de 
luminiscencia) 
cherimolin‐1 µM 
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La Figura 13 muestra  los niveles de actividad Caspasa‐9 presente en  las células  tras el  tratamiento con  las 
ACGs o rotenona en un amplio rango de concentraciones a tres tiempos de incubación distintos. Se observa 
en general un aumento de la actividad Caspasa‐9 dependiente de la concentración de compuesto y el tiempo 
de incubación. Este aumento es particularmente notable en el caso de cherimolin‐1, como se aprecia por la 
distinta escala en la gráfica (4 veces superior al resto). 
El efecto de  los compuestos ensayados, a dos concentraciones distintas y a  los tres tiempos de  incubación, 
comparado  con un  control positivo  como  la vinblastina,  fármaco antimitótico usado en el  tratamiento de 
algunos tipos de cáncer, se muestra en  la Figura 14. Se observa que el tratamiento de  las células a 24 y 48 
horas  con  todas  las ACGs  y  la  rotenona, a  las dos  concentraciones ensayadas,  induce un aumento en  los 
niveles  de  actividad  Caspasa‐9.  En  contraste,  a  las  12  horas  sólo  se  observó  un modesto  aumento  de  la 
actividad  Caspasa‐9  a  la  concentración más  alta,  y  sólo  para  los  casos  de  cherimolin‐1,  rolliniastatin‐1  y 
rotenona.  El  efecto  fue  en  general muy  inferior  al  que  se  observa  en  el  control  positivo  de  vinblastina, 
excepto para cherimolin‐1  (a 25 µM), que  tiene un efecto comparable o  incluso  superior, a alguno de  los 
tiempos ensayados. 
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Figura 14. Inducción de la actividad de Caspasa 9 en cultivos tratados con ACGs a dos concentraciones (6.3 M y 
25 M) a tres tiempos de incubación (12, 24 y 48 horas). Los asteriscos muestras la significancia estadística de los 
datos  obtenidos  para  cherimolin‐1  en  comparación  con  el  control  de  vinblastina  (P*<0.05;  P**<0.01; 
P***<0.001). 
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9. CONDENSACIÓN  DE  CROMATINA,  PERMEABILIDAD  DE  LA  MEMBRANA  PLASMÁTICA  Y  MUERTE 
CELULAR 
Las  etapas  posteriores  en  el  proceso  de  apoptosis  implican  al  núcleo  de  la  célula,  donde  se  producen 
fenómenos  de  condensación  de  la  cromatina  y  fragmentación  del  ADN.  En  los  últimos  estadios  de  la 
apoptosis la membrana  plasmática se vuelve permeable y se produce finalmente la muerte celular, en la que 
la membrana plasmática ha perdido su integridad. Para  estudiar estos fenómenos en las células tratadas con 
ACGs  y  rotenona  utilizamos  la  combinación  de  tres  sondas  fluorescentes  con  distintas  propiedades  de 
permeabilidad y que emiten a distinta longitud de onda (Hoechst 33342, Ioduro de Propidio (PI) y YO‐PRO‐1).  
Como  se observa en  la  Figura 15, el  aumento de núcleos  con  cromatina  condensada  (Hoechst 33342), el 
aumento  de  la  permeabilidad  de  la  membrana  (YO‐PRO‐1)  y  el  aumento  de  la  muerte  celular  (PI)  es 
dependiente de tiempo de tratamiento y la concentración de compuesto. Como podría esperarse, a tiempos 
cortos  los  efectos  son más  pronunciados  sobre  la  condensación  de  cromatina  que  sobre  los  otros  dos 
marcadores, mientras que la señal de la sonda PI se incrementa de manera visible sólo a tiempos largos de 
incubación, especialmente a la concentración menor estudiada. 
A  una  hora  de  incubación  con  25  μM  de  ACGs  se  detecta  sólo  una  discreta  señal  en  las  tres  sondas 
estudiadas, a excepción de rolliniastatin‐1 que induce ya unos altos niveles de cromatina condensada. A las 3 
horas de incubación motrilin también muestra mayores valores en este parámetro que el resto de las ACGs y 
que la rotenona. Tras 12 horas de incubación todos los compuestos mostraron sin embargo altos niveles de 
fluorescencia  con  las  tres  sondas,  aunque  pudimos  observar  un  descenso  significativo  en  los  niveles  de 
fluorescencia  de  la  sonda  Hoechst  33342  causados  por  rolliniastatin‐1  y  motrilin,  en  comparación  con 
tiempos más  cortos  debido  a  la  alta  tasa  de muerte  celular  que  estas ACGs  producen  a  este  tiempo  de 
incubación (Figura 2).  
A  la concentración de 6.3 μM, podemos observar un comportamiento similar aunque menos pronunciado, 
aumentando los niveles de los tres parámetros con el tiempo de incubación.  
En  la Figura 16 se muestran fotografías representativas de  los experimentos en  los que se   basan  los datos 
anteriormente  señalados,  donde  se  observa  el  efecto  particularmente  destacado  tras  el  tratamiento  con 
rolliniastatin‐1. 
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Un resumen de los datos descritos en este trabajo para las ACGs en la cascada apoptótica se muestra en la 
Figura 17. El esquema indica el orden en el que se dispondrían los compuestos ensayados, según su potencia 
para cada etapa y el tiempo en el que se detectó actividad, a la concentración de 25 µM. 
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Figura  15. Niveles  de  fluorescencia obtenidos  con tres  sondas  indicativas  del  estado  de  viabilidad  celular  (Hoechst 
33342/YO‐PRO‐1/PI) en células  tratadas con ACGs y  rotenona. Los datos  se expresaron como  ratios con  respecto al 
control de solvente (DMSO/etanol) considerado como  la célula  intacta. Los asteriscos  indican el nivel de significancia 
estadística de los datos de las ACGs con respecto a la rotenona (P*<0.05; P**<0.01; P***<0.001  
***
***  *** 
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Figura 16. Respuesta de las sondas fluorescentes Hoechst 33342 (A), PI (B) y YO‐PRO‐1 (C) en células tratadas con ACGs y rotenona. 
Las fotografías están realizadas a una concentración de compuesto de 6.3 µM, tras 6 horas de incubación. 
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   Figura 17. Esquema resumen de las etapas de la apoptosis estudiadas. En naranja se muestran aquellas etapas para las que había datos previos 
sobre alguna ACG en la literatura, y en verde las que se describen por primera vez en esta tesis para estos compuestos. Se muestra el orden de 
potencia en cada etapa y el tiempo en el que fueron detectados estos efectos. 
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10. ESTUDIO DE SEGURIDAD CARDIACA 
Los estudios descritos anteriormente nos permitieron caracterizar con cierto grado de detalle  los eventos 
desencadenados por las ACGs sobre células en cultivo, indicando que estos compuestos ponen en marcha la 
ruta de apoptosis como resultado de  la  inhibición del Complejo  I mitocondrial,  lo cual explica su actividad 
citotóxica en células tumorales. Esta actividad citotóxica ha convertido a  las ACGs en potenciales fármacos 
antitumorales,  y  como  tales  han  sido  estudiadas  extensivamente  por  diversos  grupos  de  investigación 
durante los últimos años (McLaughlin et al. 2008). 
Las ACGs han sido descritas como agentes quelantes de Ca2+ (Liaw et al. 2008) y el hecho de que influyan en 
el flujo intracelular de este ión como hemos visto en los resultados expuestos, nos condujo al estudio de la 
posible  interacción  de  estos  compuestos  con  los  canales  iónicos  que  son  fundamentales  en  la  función 
cardiaca,  ya  que  está  bien  documentado  que  la  interacción  de  fármacos  con  estos  canales  puede  tener 
efectos secundarios no deseables y llevar al fracaso a tales fármacos en la fases clínicas de desarrollo. 
Para determinar el potencial de  las ACGs para  interferir con  la función cardiaca se estudiaron tres tipos de 
canales  iónicos esenciales para dicha  función, el canal de potasio hERG  (corriente rápida de repolarización 
IKr), el canal de sodio Nav1.5 (corriente de despolarización INa), y el canal de calcio de tipo L Cav1.2 (corriente 
de repolarización ICa). 
10.1. CANAL DE SODIO Nav1.5 
El canal de sodio Nav1.5 está  involucrado en  la fase 0 del potencial de acción, siendo el responsable de  la 
despolarización del músculo cardiaco, iniciando dicho potencial. Para el estudio de este canal utilizamos un 
ensayo  funcional basado en  la  técnica de FRET,  según  se describe en Materiales y Métodos  (Huang et al. 
2006), con células HEK293 que expresan de forma estable el canal Nav1.5. Los resultados obtenidos en este 
ensayo se muestran en la Tabla 3. 
Nuestros resultados indicaron que las ACGs tenían en general un efecto muy modesto sobre el canal Nav1.5, 
excepto  squamocin,  aromin,  guanaconetin‐3  y  guanaconetin‐4  que mostraron  CI50  <10  μM,  próximas  a 
algunos  de  los  compuestos  usados  como  control.  Gigantetronenin,  laherradurin,  rolliniastatin‐1  e  iso‐
rolliniastatin‐1 mostraron una débil inhibición del canal, con CI50 entre 20‐50 μM. El resto de ACGs ensayadas 
tuvieron muy poco efecto o ninguno, incluso a la máxima dosis de ensayo. 
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10.2. CANAL DE CALCIO Cav1.2 
El canal de calcio tipo L es el responsable de la duración de la fase de meseta del potencial de acción y de la 
regulación de  la contractibilidad cardiaca. Para el estudio de  la  influencia de  las ACGs en el canal de calcio 
Cav1.2  utilizamos  un  ensayo  funcional  basado  en  una  sonda  fluorescente  sensible  a  la  concentración  de 
iones Ca2+ (Fluo‐4‐AM). El ensayo se realizó en dos condiciones distintas de potencial de membrana, ya que 
se  sabe que  los bloqueantes del canal Cav1.2  son dependientes del estado del canal, que puede estar en 
reposo (‐75 mV) o semi‐despolarizado (‐35 mV) (Xia et al. 2004).  
Compuestos  Nav1.5 CI50 (μM) 
laherradurin  32 ± 6 
almuñequin  >50(30%) 
aromin  4.4 ± 1.2 
cherimolin‐1  >50 (0%) 
guanaconetin‐1  >50 (49%) 
guanaconetin‐3  6.9 ± 2.4 
guanaconetin‐4  9.6 ± 2.3 
motrilin  >50 
rolliniastatin‐1  33 ± 7 
squamocin  2.4 ± 0.8 
iso‐rolliastatin‐1  36 ± 4 
annonacin  >50 (40%) 
annonacin‐A  >50 (11%) 
annonacinona  >50(27%) 
densicomacin  >50 (0%) 
gigantetronenin  22 ± 3 
iso‐annonacin  >50 (10%) 
iso‐annonacinona  >50 (5%) 
rotenona  >50 (35%) 
tetrodotoxina  1.25 ± 0.9 
riluzol  0.68 ± 0.2 
tetracaina  2.65  1.2 
Tabla 3. Efecto de las ACGs sobre el canal de sodio Nav1.5, estimado a través de un ensayo funcional basado en 
FRET, sobre células HEK293 que expresan de forma estable el canal de sodio Nav1.5. Se  indican  las CI50 de  las 
ACGs y de varios compuestos de control (tetrodotoxina, riluzol y tetracaína), obtenidas a partir de curvas dosis‐
respuesta.  
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Como  se  puede  apreciar  en  la  Tabla  4,  estas  diferencias  pueden  ser  de  hasta  un  orden  de magnitud  en 
algunos casos (e.g., nicardipina, nimodipina, nitrendipina o metoxiverapamilo). 
Sin  embargo,  los  resultados  del  ensayo  funcional  con  las  cuatro  ACGs  seleccionadas  fueron muy  poco 
concluyentes, no obteniéndose curvas dosis‐respuesta interpretables, sino una inhibición parcial de la señal 
de forma no‐dependiente de la concentración de compuesto (Figura 18). La rotenona se comportó de forma 
similar. Muy posiblemente ello sea debido al flujo de calcio  intrínseco entre mitocondrias, citosol y retículo 
endoplasmático, que tiene  lugar como parte del proceso de apoptosis  inducido por estos compuestos (ver 
sección 8), el  cual  interfiere  con este ensayo, haciendo  imposible medir  con precisión el  flujo de  calcio a 
través del canal Cav1.2 al citoplasma. 
En el caso de rolliniastatin‐1 se realizó una curva de 10 puntos (diluciones 1:2) para comprobar la respuesta a 
concentraciones  inferiores  a  las  mostradas  en  la  Figura  18,  pero  los  resultados  obtenidos  (datos  no 
mostrados) fueron igualmente inconcluyentes (42% de inhibición a una concentración de 24.4 nM). 
Tabla 4. Efecto de varios estándares comerciales  sobre el canal de calcio de  tipo L, estimado a  través de un ensayo 
funcional sobre células HEK294 que expresan de  forma estable el canal de calcio Cav1.2. El ensayo se realizó en dos 
condiciones de potencial de membrana. Se indican las CI50 obtenidas a partir de curvas dosis‐respuesta.  
 
 
Compuestos  
   Condiciones de reposo      
(‐75 mV)  CI50 (nM) ± Stdv 
Condiciones de semi‐despolarización 
(‐35 mV) CI50 (nM) ± Stdv 
diltiazem  5635 ± 512  2191 ± 98 
isradipina  6.7 ± 1.2  1.3 ± 0.6 
nicardipina  34 ± 5  1.3 ± 0.3 
nifedipina  33 ± 4  9.9 ± 1.5 
nimodipina  14 ± 2  1.4 ± 0.8 
nitrendipina  33 ± 12  3.6 ± 1.1 
metoxiverapamilo  1790 ± 164  160 ± 32 
verapamilo  2610 ± 198  885 ± 64 
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Ante  la falta de resultados definidos, decidimos realizar un estudio más específico de  la posible  interacción 
de  las ACGs con el canal de calcio a  través de ensayos de unión  receptor‐ligando. Se  sabe que este canal 
tiene al menos tres sitios distintos de unión a fármacos (Glossmann et al. 1983; Bean et al. 1984; Garcia et al. 
1984), por lo que se pusieron a punto otros tantos ensayos, utilizando ligandos marcados específicos de cada 
sitio de unión, según se describe en Materiales y Métodos. Los resultados de estos ensayos se muestran en 
la Tabla 5. 
En  líneas  generales,  todas  las ACGs  ensayadas mostraron  una moderada  afinidad  por  el  canal  de  calcio, 
compitiendo con  los  ligandos seleccionados por su unión a  los tres distintos sitios del canal, con CI50 en el 
rango micromolar. Guanaconetin‐3 y guanoconetin‐4 incluso mostraron CI50 por debajo de 1 μM en el sitio de 
unión a benzotiazepinas. Las únicas excepciones fueron  la  laherradurin, que no mostró afinidad por el sitio 
de unión a benzotiazepinas a  las concentraciones de ensayo  (aunque  sí mostró afinidad por  los otros dos 
sitios de unión) y almuñequin, que no mostró afinidad por el sitio de unión de dihidropiperidinas. 
No  se observó una  selectividad muy marcada de  estos  compuestos por ninguno de  los  sitios de unión  a 
ligandos,  aunque  en  general  las  CI50  fueron  algo  superiores  en  el  ensayo  de  desplazamiento  de  [3H]‐
nitrendipina (sitio de unión de dihidropiridinas) 
 
 
motrilin (máxima dosis 50 M) 
    cherimolin‐1  (máxima dosis 25 M) 
  rotenona (máxima dosis 25 M) 
rolliniastin‐1  (6 puntos; máxima dosis 50 M) 
isradipina cntrol positivo (250 nM); Control negativo (DMSO 0.3% / etanol 0.2%)
Figura 18. Representación del flujo de iones calcio al citosol en células HEK293 que expresan de forma estable el canal Cav1.2 
tratadas con distintas concentraciones de ACGs y rotenona.  
laherradurin (máxima dosis 50 M) 
    Curva estándar de inhibición de isradipina 
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. 
Compuestos 
 
Sitio de unión a 
benzotiazepinas 
CI50 (µM) ± Stdv 
 
Sitio de unión a 
dihidropiridinas             
CI50 (µM) ± Stdv 
Sitio de unión a 
fenilalquilaminas          
CI50 (µM) ± Stdv 
laherradurin  >50 (26%)  4.3 ± 0.1  2.5 ± 0.1 
almuñequin  26 ± 14  >50  7.8 ± 1.3 
aromin  1.9 ± 0.2  3.7 ± 0.3  2.0 ± 0.3 
cherimolin‐1  4.3 ± 0.9  26 ± 7  2.7 ± 0.4 
guanaconetin‐1  1.1 ± 0.6  1.8 ± 0.3  1.2 ± 0.1 
guanaconetin‐3  0.5 ± 0.1  1.3 ± 0.1  1.1 ± 0.1 
guanaconetin‐4  0.1 ± 0.03  1.8 ± 0.3  1.1±0.1 
motrilin  2.6 ± 0.6  11 ± 2  2.6 ± 0.5 
rolliniastatin‐1  1.6 ± 0.3  3.5 ± 0.1  1.6 ± 0.1 
squamocin  1.4 ± 0.3  2.8 ± 0.4  1.1 ± 0.1 
iso‐rolliastatin‐1  24 ± 9  3.5 ± 0.9  3.7  ± 0.3 
annonacin  2.8 ± 0.1  4.0 ± 0.5  1.9 ± 0.1 
annonacin‐A  1.8 ± 0.8  6.8 ± 0.3  3.2 ± 0.1 
annonacinona  2.9 ± 1.9  8.8 ± 0.5  4.2 ± 0.2 
densicomacin  20 ± 1  33 ± 5  8.0 ± 1.3 
gigantetronenin  1.6 ± 0.2  6.6 ± 0.6  2.8 ± 0.3 
iso‐annonacin  2.2 ± 0.9  12 ± 4  3.1 ± 0.4 
iso‐annonacinona  3.5 ± 0.6  12 ± 4  2.8 ± 0.1 
isradipina  5.4 ± 1.2  0.05 ±0.01  0.01 ± 0 
felodipina  2.2 ± 0.8  0.08 ± 0.02  0.02 ± 0 
nicardipina  0.58 ± 0.15  0.07 ± 0.01  0.02 ± 0 
nifedipina  >20 (12%)  0.20. ± 0.01  0.10 ± 0.02 
nimodipina  5.2 ± 1.1  0.12 ±0.02  0.08 ± 0.02 
nitrendipina  >20(22%)  0.18 ± 0.03  0.08 ±0.01 
diltiazem  0.17 ± 0.02  >20(16%)  0.3 ± 0.1 
metoxiverapamilo  0.04 ± 0.01  >20(17%)  0.02 ± 0.01 
verapamilo  0.11 ± 0.01  >20(21%)  0.03 ± 0.01 
 
10.3. CANAL DEL POTASIO hERG 
El canal de potasio hERG es el responsable de  la repolarización y de  la duración del potencial de acción. El 
efecto potencial de las ACGs sobre el canal de potasio hERG fue estudiado en primera instancia mediante un 
ensayo de unión receptor‐ligando, donde estudiábamos si  las ACGs eran capaces de desplazar a un  ligando 
bloqueante  específico  de  este  canal,  el  35S‐MK499  (Raab  et  al.  2005).  Los  resultados  de  estos  ensayos, 
Tabla  5.  Efecto  de  las  ACGs  sobre  el  canal  de  Cav1.2, estimado  a  través  de  su  capacidad  de  desplazar  ligandos 
marcados específicos para los tres sitios de unión a ligandos caracterizados para este canal.  
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realizados con las 18 ACGs disponibles en este trabajo, se muestran en la Tabla 6. Los datos indicaban que la 
mayoría de  las ACGs eran  capaces de desplazar al MK499  con unas CI50 <3 M, excepto guanoconetin‐3, 
densicomacin e  iso‐anonacinona, con CI50 entre 5‐15 M, y almuñequin e  iso‐rolliniastatin‐1 con CI50  ≈ 30 
M.  Unicamente  rolliniastatin‐1  no  mostró  afinidad  aparente  por  este  canal  a  las  concentraciones 
ensayadas. Estos datos hacían sospechar de una posible interferencia de estos compuestos sobre la actividad 
del canal hERG, pero considerando que no siempre la unión de un compuesto al canal en ensayos receptor‐
ligando afecta a la funcionalidad del mismo, decidimos confirmar estos datos mediante un ensayo funcional 
con células HEK293 que expresan de forma estable el canal hERG,  lo cual nos permitiría establecer si dicha 
interacción  realmente  afectaba  al  flujo  de  iones  a  través  de  dicho  canal.  Los  resultados  de  estos 
experimentos,  realizados  con  las  cuatro  ACGs  seleccionadas  para  los  estudios  de  apoptosis  descritos 
anteriormente, se muestran en la Tabla 7. 
 
 
 
   
Compuestos  hERG CI50 (μM) 
laherradurin  0.91 ± 0.22 
almuñequin  29 ± 4 
aromin  0.8 ± 0.2 
cherimolin‐1  1.8 ± 0.5 
guanaconetin‐1  2.1 ± 0.2 
guanaconetin‐3  8.7 ± 0.3 
guanaconetin‐4  1.1 ± 0.3 
motrilin  3.0 ± 0.3 
rolliniastatin‐1  >50 (40%) 
squamocin  0.64 ± 0.21 
iso‐rolliniastatin‐1  32 ± 7 
annonacin  0.55 ± 0.12 
annonacin‐A  1.1 ± 0.3 
annonacinona  1.9 ± 0.6 
densicomacin  9.2 ± 4.1 
gigantetronenin  0.9 ± 0.3 
iso‐annonacin  2.6 ± 0.6 
Iso‐annonacinona  14 ± 6 
astemizol  1.34 ± 0.21 
 
Compuestos  hERG CI50 (µM) 
cherimolin‐1  >25 (22%)* 
motrilin  >50 (15%)* 
laherradurin  >100 (18%)* 
rolliniastatin‐1  >50 (12%)* 
rotenona  41 ± 3 
amiodarona  1.7 ± 0.1 
astemizol  0.01 ± 0.01 
bepridil  0.42 ± 0.05 
haloperidol  0.23 ± 0.01 
imipramina  0.01± 0.01 
terfenadina  0.33 ± 0.02 
Tabla 6.   Efecto de  las ACGs sobre el canal hERG, estimado 
mediante  su  capacidad  de  desplazar  la  unión  del  ligando 
[35S]‐MK499 a membranas de células HEK293 que expresan 
de  forma  estable  el  canal  hERG.  Se  indican  las  CI50  de  las 
ACGs,  obtenidas  a  partir  de  curvas  dosis‐respuesta.  Como 
control positivo se utilizó el astemizol. 
Tabla  7.  Efecto  de  las  ACGs  sobre  el  canal  hERG
estimado mediante un ensayo  funcional  sobre células 
HEK293  que  expresan  de  forma  estable  el  canal  de 
potasio hERG. Se  indican  las CI50 de  las ACGs y varios 
compuestos  de  control,  obtenidas  a  partir  de  curvas 
dosis‐respuesta. 
* % de inhibición a la dosis máxima ensayada  
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1. LAS ACGs COMO INHIBIDORES DEL CRECIMIENTO DE LINEAS TUMORALES HUMANAS 
En el ámbito de la quimioterapia contra el cáncer el 67% de los medicamentos utilizados en la clínica son 
de origen natural (Cragg et al. 2002; 2005; 2009). La mayoría de  los fármacos actualmente disponibles 
para el tratamiento del cáncer son caros, tóxicos y poco eficaces en el tratamiento de  la enfermedad, 
debido, en parte, debido a  la aparición de multiresistencias. La falta de nuevos fármacos antitumorales 
sugiere que es necesario explorar en profundidad todas las alternativas posibles, incluyendo los agentes 
procedentes de fuentes naturales. 
Los avances en el estudio del cáncer ocurridos en las últimas décadas han permitido la identificación de 
numerosas  dianas  para  la  búsqueda  de  nuevos  tratamientos  (recientemente  oncogenes  o  genes 
supresores de tumores, tales como bcr‐abl, c‐kit, EGFR, PI3K, Ras, B‐Raf, p53, PTEN, Rb, p16INK4a, etc.). 
Una  de  las  dianas  que  ha  sido  propuesta  para  la  búsqueda  de  nuevos  fármacos  antitumorales  es  la 
mitocondria (Fulda et al. 2010), debido principalmente a su papel principal en  la apoptosis y por ser  la 
fuente esencial de energía para la célula. Considerando su papel en la regulación de funciones celulares 
fundamentales,  no  es  sorprendente  que  la mitocondria  esté  implicada  en múltiples  aspectos  de  la 
generación  y progresión de  tumores. Mutaciones  en  el DNA de  la mitocondria que  afecten  a  la CTE 
pueden  resultar  en  una  ineficiente  producción  de  ATP,  en  la  sobreproducción  de  EROs  y  en  estrés 
oxidativo  que  afectaría  a  la  mitocondria  y  a  múltiples  macromoléculas.  Ciertos  polimorfismos  y 
mutaciones en el DNA mitocondrial correlacionan con un incremento en el riesgo de desarrollar tumores 
de mama, próstata y tiroides, entre otros.  Por esta razón, los fármacos que actúan directamente sobre 
la  mitocondria  han  sido  y  son,  en  la  actualidad,  foco  de  numerosos  estudios  (e.g.  obatoclax, 
dicloroacetato, menadiona y resveratrol) (Fulda et al. 2010). 
Las  ACGs,  como  productos  naturales  con  un  interesante  potencial  farmacológico,  han mostrado  un 
potente efecto citotóxico frente a  líneas celulares tumorales, aunque se desconoce en detalle tanto su 
mecanismo  de  acción  como  los  factores  que modulan  su  efectividad  contra  las  células  cancerosas. 
Diversas  dianas  han  sido  propuestas  como  posibles  causantes  de  la muerte  celular  inducida  por  las 
ACGs.  Estos compuestos han sido descritos principalmente como potentes inhibidores del Complejo I de 
la CTE;  también  se ha descrito que  inhiben  la ubiquinona unida a  la NADH oxidasa que  se encuentra 
constitutivamente  expresada  en  la  membrana  celular  de  las  células  cancerosas,  pero  sólo 
transitoriamente en células no tumorales (Alali et al. 1999; Morré et al. 1995). Además se ha descrito 
que annonacin debe parte de su citotoxicidad a su acción sobre la Topoisomerasa I (Lopez et al. 2001), 
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deteniendo las células T24 en la fase G1 del ciclo celular (Yuan et al. 2001). Igualmente, se ha publicado 
que squamocin induce apoptosis mediada por Bax y por Caspasa‐3 (Xiao‐Feng et al. 2001).  
En el presente estudio se ha evaluado  inicialmente  la sensibilidad de seis  líneas celulares  tumorales y 
dos líneas no tumorales al tratamiento con 18 ACGs que abarcaban  diferentes tipos estructurales. Aún 
no  detectando  una  correlación  clara  entre  estructura  química  y  actividad  biológica  en  el  ensayo  de 
citotoxicidad, pudimos observar algunos patrones comunes para ACGs de estructura química afín. Por 
ejemplo, en el caso de la única representante de las ‘iso’ ACGs bis‐tetrahidrofuránicas adyacentes con γ‐
lactona  saturada,  iso‐rolliniastatin‐1,  observamos  valores  de  citotoxicidad muy  similares  a  los  de  su 
correspondiente ACG sin translactonizar, rolliniastatin‐1, aunque destaca una acusada disminución de la 
citotoxicidad sobre la línea celular sana de pulmón (CCD 16 Lu) para la forma ‘iso’. Este mismo efecto lo 
encontramos en  las ACGs mono‐tetrahidrofuránicas  con  γ‐lactona  saturada  tipo  ‘iso’,  iso‐annonacin e 
iso‐annonacinona, frente a sus formas no translactonizadas annonacin y annonacinona. Por otro lado es 
de  resaltar que  laherradurin,  la única ACG bis‐tetrahidrofuránica adyacente con  γ‐lactona  saturada  β‐
hidroxilada de este estudio, no mostró citotoxicidad  frente a  las dos  líneas no  tumorales utilizadas,  lo 
cual sería una característica positiva de cara a su evaluación como fármaco antitumoral.  
En líneas generales, la mayoría de las ACGs ensayadas mostraron en este ensayo una potencia superior 
(o como mínimo semejante) a estándares como la doxorrubicina o la actinomicina D, y al igual que estos 
compuestos, mostraron escasa selectividad por  las  líneas tumorales frente a  las no tumorales (aunque 
con frecuencia la línea no tumoral CCD 16 LU fue menos sensible que el resto de líneas ensayadas). En la 
línea MES‐SA de cáncer de útero y en su derivada multiresistente a diversos fármacos (MES‐SA/Dx5) la 
mayoría de  las ACGs mostraron DE50  similares. En el caso de  rolliniastatin‐1 encontramos  incluso una 
mucha mayor citotoxicidad sobre MES‐SA/Dx5 que sobre  la  línea MES‐SA, sobre  la que no observamos 
aparente toxicidad. Un efecto similar ha sido descrito en células de adenocarcinoma de mama (MCF‐7) y 
su  derivada multiresistente  (MCF‐7/Adr)  al  tratarlas  con  rolliniastatin‐2  (bullatacin),  compuesto  que 
actuaba como citostático sobre la línea celular MCF‐7 y como citotóxico frente a MCF‐7/Adr (McLaughlin 
et  al.  2008).  Estos  resultados,  junto  con  los  obtenidos  en  la  presente  tesis,  demuestran  la  potente 
actividad  citotóxica de  las ACGs  sobre  líneas  tumorales  resistentes a  fármacos,  lo  cual  representa un 
factor de indudable interés de cara a su potencial desarrollo como agentes de uso terapéutico. 
Con los resultados obtenidos en el ensayo de MTT pudimos confirmar la citotoxicidad producida por las 
ACGs, pero este tipo de ensayo nos  limitaba el estudio en detalle de  la citotoxidad originada por estos 
compuestos,  ya  que,  debido  al  elevado  tiempo  de  incubación  con  el  sustrato  (MTT),  sólo  podíamos 
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hacer estudios a tiempos largos, limitando uno de los objetivos de la presente tesis, el detectar posibles 
diferencias en el comportamiento de las ACGs, no solo en cuanto a potencia frente a las líneas celulares, 
sino también en su actividad y efectos a lo largo del tiempo. Para poder detectarlo llevamos a cabo un 
ensayo alternativo que evaluaba  la citotoxicidad basándose en  la medición de  la actividad LDH,  lo cual 
nos permitió estudios cinéticos desde  tiempos cortos,  indicando qué condiciones de ensayo serían  las 
óptimas  para  realizar  los  estudios  de  apoptosis.  Este  ensayo  puso  de  manifiesto  el  distinto 
comportamiento de la ACGs con respecto al periodo necesario para inducir la citotoxicidad, generando 
información imprescindible para poder evaluar las respuestas apoptóticas originadas por el tratamiento 
de  las  ACGs  a  los  tiempos  adecuados  para  cada  una.  Para  estos  estudios  decidimos  utilizar  células 
HepG2, las cuales habían mostrado una sensibilidad notable frente a estos compuestos, permitiéndonos 
estudiar  los  posibles  mecanismos  de  apoptosis  mediados  por  estos  inhibidores  del  Complejo  I, 
diseccionando la vía por la cual originan la muerte celular,  propósito principal de la presente tesis. 
Para  llevar  a  cabo  los  estudios  detallados  de  la  apoptosis  mediada  por  las  ACGs,  elegimos  un 
subconjunto de estos compuestos, seleccionando diferentes representantes que  interaccionan con  los 
distintos sitios de unión del Complejo I (Tormo et al. 1999;   2001). Así, seleccionamos una ACG que se 
une  al  sitio  de  unión  A  (cherimolin‐1),  dos  que  se  unen  al  sitio más  común  de  unión  B  (motrilin  y 
laherradurin),  las cuales presentaban distinta potencia en el ensayo de MTT y pertenecían a distintas 
familias estructurales, y por último una que se une a ambos sitios A y B (rolliniastatin‐1). 
Aunque los tratamientos con todas las ACGs a tiempos de 24 y 48 horas producían aproximadamente el  
100% de muerte celular, no todas ellas llegaron a este punto de la misma manera. En el caso de motrilin 
y rolliniastatin‐1 el grado de muerte celular creció de manera aproximadamente lineal desde la primera 
hora de tratamiento para concentraciones superiores a 6 µM. Por contra, la rotenona apenas se observó 
muerte celular en tratamientos de hasta 6 horas, ni siquiera a la concentración máxima ensayada, pero 
a partir de  las  12 horas  se produjo un  aumento muy  significativo de  esta.  El  caso de  cherimolin‐1  y 
laherradurin fue similar a este, detectándose niveles mínimos de muerte celular hasta las 12 horas, y un 
aumento muy acusado a las 24 horas.  
Todas las ACGs mostraron en los ensayos de citotoxicidad DE50 en el rango de µM, mientras que en los 
ensayos como  inhibidores del complejo  I mostraban actividad en el  rango de nM  (Tormo et al. 1999; 
2000).  Una  posible  explicación  a  esta  diferencia  de  potencia,  podría  ser  que  los  ensayos  sobre  el 
Complejo  I  son  llevados a cabo en partículas  submitocondriales, por  lo que  las ACGs no encontrarían 
ninguna barrera  física para acceder al  sitio de unión del Complejo  I. En  contraste, en  los ensayos de 
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citotoxicidad tienen que atravesar las membranas plasmática y mitocondrial, y además el transporte y el 
metabolismo  celular  podría  afectar  a  la  citotoxicidad  de  las  ACGs  (Schlie‐Guzmán  et  al.  2009). Otra 
posible explicación a esta diferencia de potencia entre inhibición del Complejo I y muerte celular, puede 
estar en las diferencias tanto en el órgano de origen de la línea celular como en el propio organismo. Las 
partículas  submitocondriales utilizadas para medir  la  inhibición  del Complejo  I  fueron de  corazón de 
ternera, mientras que  los estudios de citotoxicidad se han realizado en  líneas celulares humanas. Esta 
última  hipótesis  estaría  apoyada  por  un  estudio  en  el  que  se  midió  inhibición  del  Complejo  I  en 
partículas  submitocondriales  de  cerebro  y  en  paralelo  la  inducción  de muerte  celular  en  neuronas, 
observándose que  la  respuesta en ambos  casos era del mismo orden de magnitud  (Höllerhage et al. 
2009).  
Además, la distinta polaridad de las diferentes ACGs, evidenciada por su diversidad estructural, afectaría 
de forma diferencial a su capacidad para atravesar la membrana plasmática (Schlie‐Guzmán et al. 2009).  
Esto también podría hacerlas comportarse de distinta manera en el interior celular y, en concreto en el 
acceso al Complejo I, lo que podría explicar las diferencias que se observan en los distintos tiempos a los 
cuales producen la muerte celular. Es de destacar en este sentido la escasa correlación existente entre la 
potencia de estos compuestos como  inhibidores del Complejo  I y su actividad citotóxica. Por ejemplo, 
cherimolin, que es 10 veces menos potente que laherraudirin como inhibidor del Complejo I, presentaba 
en general una actividad  citotóxica más potente, y de manera particularmente notable  sobre  la  línea 
HepG2, donde mostró una DE50  60 veces menor. Laherradurin pese a ser el inhibidor más potente del 
Complejo  I,  resultó  ser  la más  lenta en ocasionar muerte  celular, que  sólo  se pudo observar  tras 24 
horas de incubación. Sin embargo rolliniastatin‐1, que muestra una potencia menor como inhibidor del 
Complejo I, produjo muerte celular claramente observable tras sólo 1 hora de tratamiento, a las mismas 
dosis.  
2. INDUCCION DE APOPTOSIS GENERADA POR LAS ACETOGENINAS 
En la presente tesis doctoral hemos intentado por estudiar en profundidad una de las vías que han sido 
descritas  como  posible  origen  de  la  capacidad  de  las  ACGs  de  ocasionar  muerte  celular  en  líneas 
tumorales, derivada de su potente actividad como inhibidores del Complejo I mitocondrial. 
Se  ha  descrito  que  la  citotoxicidad mediada  por  rotenona  se  debe  a  su  interacción  directa  con  el  
Complejo I de la CTE (Betartet et al. 2000; Greenmyre et al. 2001; Sherer et al. 2003; Greenmyre et al.  
2003). La  rotenona  se une a  la enzima en el punto de mayor potencial de  los centros Fe‐S, antes del  
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coenzima Q (Ramsay et al. 1991). Dicha  interacción  induce  la pérdida de  los electrones que debían ser 
transportados desde el NADH a la ubiquinona en su lugar de reducción (Hensley et al. 1998; Kushnareva 
et al. 2002). De forma similar, se ha descrito  la  interacción directa de  las ACGs con el Complejo  I de  la 
CTE  en  distintos  sitios  de  unión  (Tormo  et  al.  1999).  En  el  presente  estudio  demostramos  que  la 
interacción  de  las  ACG  con  el  Complejo  I  desencadena  la  vía  mitocondrial  de  apoptosis  que 
anteriormente había sido descrita para la rotenona. 
Tras  la  inhibición  del  Complejo  I  por  la  rotenona,  la  concentración  de  ATP  celular  desciende 
considerablemente, comprometiendo el estado bioenergético de la célula (Shamoto‐Nagai et al. 2003). 
Este  efecto,  que  también  nosotros  pudimos  observar  al  tratar  las  células  HepG2  con  rotenona,  lo 
detectamos  igualmente  en el  tratamiento  con  las ACGs,  a niveles en  los que  se observa únicamente  
≈10%  de muerte  celular.  Esta  comparación  se  pudo  llevar  a  cabo  al  realizar  el  estudio  a  diferentes 
tiempos,  necesarios  dada  la  distinta  actividad mostrada  por  las ACGs.  En  estas  condiciones  pudimos 
observar  una  disminución  en  el  ATP  celular  de  aproximadamente  un  30‐35%  tanto  para  las  células 
hepáticas  tratadas  con  ACGs  como  para  la  rotenona.  El  descenso  de  ATP  en  otros  tipos  de  células 
tratadas con algunas ACGs había sido estudiado ya con anterioridad por otros grupos, por ejemplo en 
neuronas (Höllerhage et al. 2009). 
La interrupción del normal funcionamiento de la CTE induce una producción elevada de EROs originada 
por  los electrones que se escapan del Complejo  I y sus reacciones con el oxígeno molecular presente, 
afectando al funcionamiento del resto de  la cadena respiratoria y al proceso de fosforilación oxidativa. 
La reducción parcial del oxígeno molecular da lugar al anión radical superóxido. La observación de que la 
rotenona, a dosis en el rango de micromolar, induce la generación de EROs y la consecuente disfunción 
en el resto de los componentes de la CTE en cultivos, había sido anteriormente descrita (Barrientos et al. 
1999; Shamoto‐Nagai et al. 2003), al igual que el aumento de EROs  en partículas submitocondriales de 
ternera tratadas con rotenona (Fato et al. 2009). Este mismo efecto pudimos también comprobarlo en 
nuestros estudios al tratar con rotenona la línea celular HepG2.  
La producción de EROs  inducida por  rolliniastatin‐1 en partículas  submitocondriales de  ternera había 
sido descrita previamente (Fato et al. 2008). En el caso de nuestras ACGs, pudimos también observar la 
producción de EROs en etapas muy tempranas. Así, tras una hora de  incubación, tan solo  laherradurin 
producía menores niveles de EROs que la rotenona. A tiempos más largos, 3‐6 horas, la producción EROs 
era equiparable a  la de  la rotenona para todas  las ACGs. Sin embargo,  la producción de superóxidos sí 
fue  equiparable  para  todos  los  compuestos  a  tiempos  cortos.  Esto  supuso  que  aún  inhibiendo  el 
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Complejo I con distinta potencia, la producción de EROs a tiempos largos resultó similar. Tanto en estos 
ensayos como en los realizados con células HepG2 en la presente tesis, se constata que la producción de 
EROs es uno de los eventos más tempranos asociados a la inhibición del Complejo I.  
Otro  cambio  crucial  que  tiene  lugar  en  la mitocondria  de  células  sometidas  a  estrés  oxidativo  es  el 
descenso  del  potencial  de membrana mitocondrial  ΔΨm  (Zamzami  et  al.  1996;  2001).  La medida  del 
potencial  de  membrana  mitocondrial  mediante  la  sonda  JC1  tras  tratamientos  a  distintas 
concentraciones y  tiempos de  incubación  con ACGs o  con  rotenona,  llevados a  cabo por primera vez 
para  las  ACGs  en  el  presente  estudio,  mostró  que  estos  inhibidores  del  Complejo  I  producen  un 
descenso efectivo en el ΔΨm. Sin embargo, no  todos estos compuestos originaron este cambio con  la 
misma  intensidad. Motrilin  causó  un  profundo descenso del  ΔΨm  a  concentraciones bajas  y  tiempos 
cortos  (1  hora),  seguido  por  rolliniastatin‐1  y  rotenona  que  tuvieron  un  comportamiento  similar, 
mientras que cherimolin‐1 fue la ACG que produjo más lentamente un descenso del ΔΨm. A tiempos más 
largos (12 horas) todas  las ACGs y  la rotenona produjeron unos altos niveles   de despolarización de  la 
membrana mitocondrial.  El  descenso  del  ΔΨm  ocasionado  por  la  inhibición  del  Complejo  I  ha  sido 
demostrado con anterioridad por otros grupos (Pastorino et al. 1993; Zamzami et al. 1995; Isenberg et 
al. 2000). Por ejemplo, en hepatocitos de rata se ha descrito que el tratamiento con 5 µM de rotenona 
durante  1  hora  disminuía  el  potencial  de membrana mitocondrial  en  un  20%  (Isenberg  et  al.  2000). 
Nosotros obtuvimos datos muy similares en células HepG2, donde con 6.3 µM de rotenona el potencial 
de membrana disminuyó aproximadamente un 25%. Igualmente, pudimos ver que las ACGs ocasionaban 
los  mismos  efectos  que  la  rotenona  en  la  mitocondria,  con  la  misma  intensidad  en  el  caso  de 
rolliniastatin‐1,  pero  con  algo  menos  en  el  caso  de  laherradurin  y  cherimolin‐1,  pero,  de  forma 
interesante, en motrilin, que a concentraciones bajas (6.3 µm) originó un mayor descenso del ΔΨm que 
la propia rotenona.  
Parece ser que cambios importantes en el balance energético (descenso de los niveles de ATP, de NADH 
y del  ΔΨm) o  cambios en el equilibrio  redox de  la  célula  (oxidación/reducción de  los niveles de GSH, 
aumento de especies reactivas de nitrógeno y de EROs), pueden dar  lugar a  la permeabilización de  la 
membrana mitocondrial  y  a  la  apertura  del  PPTM  (Kroemer  et  al.  1995;  Zamzami  et  al.  2001).  La 
apertura del PPTM se puede bloquear por la ciclosporina A, la cual se une a la ciclofilina D, localizada en 
la membrana interna mitocondrial, manteniendo el poro en estado cerrado (Halepstrap et al. 1990). La 
reducción del ΔΨm y la consecuente inducción de la apertura del PPTM pueden ser eventos críticos en la 
vía apoptótica originados por tratamientos con inhibidores de CTE (Pastorino et al. 1995; Wolventang et 
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al. 1994; Zamzami et al. 1996). El tratamiento con 10 µM de ciclosporina A durante una hora disminuyó 
el grado de muerte celular  inducido por  las ACGs y por  la rotenona. En tratamientos a tiempos cortos 
con  rotenona,  pudimos  ver  una  reducción  de  niveles  de  apoptosis,  tal  y  como  habían  detectado 
previamente otros grupos (Isenberg et al. 2000). Por primera vez este mismo efecto se observó para las 
ACGs  en  el  tratamiento  a  tiempos  cortos  y  bajas  concentraciones,  donde  los  niveles  de  apoptosis 
disminuyeron  tras  el  pre‐tramiento  con  ciclosporina  A  salvo  en  el  caso  de  laherradurin,  donde  no 
pudimos  detectar  ese  retardo.  Esto  último  se  debe  posiblemente  a  la  cinética  de  la muerte  celular 
inducida por este compuesto, con un abrupto aumento de apoptosis entre las 12 y las 24 horas. De esta 
forma,  a  tiempos  cortos,  al  no  haber  apoptosis  en  el  tratamiento  con  laherradurin,  no  pudimos  ver 
ningún efecto, y a tiempos superiores, donde los niveles de apoptosis ya eran muy altos, el tratamiento 
con ciclosporina A ya no era capaz de prevenir la muerte celular. En el resto de inhibidores del Complejo 
I mitocondrial estudiados sí observamos ese efecto, posiblemente debido a que los niveles de apoptosis 
aumentaban de manera más lineal. 
Ante estos resultados, que demostraban el descenso o colapso del ΔΨm y  la consiguiente apertura del 
PPTM, necesario para mantener  la  supervivencia celular  (Vayssiere et al. 1994; Zamzami et al. 1996), 
decidimos centrar el estudio a continuación en los flujos de calcio de la mitocondria, que actúa como un 
reservorio de calcio y es capaz de captar calcio del citosol ante un aumento del mismo. Una vez abierto 
el PPTM, el calcio puede salir al citosol utilizando esta vía, por lo que se debería observar en un aumento 
en  los niveles de calcio citosólico acompañado de un descenso en el calcio mitocondrial (Babock et al. 
1997; Tornero et al. 2002; Chalmers et al. 2007; Szabadkai et al. 2008). Por ello decidimos monitorizar el 
flujo de calcio desde la mitocondria hasta el citosol, mediante dos sondas fluorescentes. 
A las tres horas del tratamiento, todas las ACGs a excepción de laherradurin mostraron un descenso en 
los niveles de calcio mitocondrial, pero sólo a la dosis más alta ensayada. A las 12 horas del tratamiento 
pudimos ver que el calcio estaba ya  localizado mayoritariamente en el citosol  tras el  tratamiento con 
todos los compuestos y a cualquiera de las dos concentraciones ensayadas, lo que apoyó la hipótesis de 
que la apertura del poro de transición mitocondrial estaba también implicada en todo el proceso.   
Después de estos  resultados, que  confirmaban  la  activación de  la  vía  apoptótica mitocondrial  tras el 
tratamiento  con  ACGs,  quisimos  determinar  si  se  originaba  la  activación  de  la  vía  de  las  caspasas, 
midiendo la actividad de la Caspasa‐9 tras su tratamiento. Como control utilizamos vinblastina, fármaco 
antimitótico usado para el tratamiento de ciertos tipos de cáncer (Mukherjee et al. 2001). 
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Todas  las  ACGs  mostraron  una  menor  inducción  de  la  actividad  Caspasa‐9  que  vinblastina,  salvo 
cherimolin‐1, que originó niveles comparables. Ante el  tratamiento con el  resto de  las ACGs  (motrilin, 
laherradurin y rolliniastatin‐1) obtuvimos valores de actividad Caspasa‐9 similares a los de rotenona. A la 
concentración de 25 µM en el caso de las ACGs hay un rápido aumento en la actividad Caspasa‐9 entre 
las 12 y 24 horas de tratamiento, que se hace más suave entre  las 24 y 48 horas. En contraste, en  las 
células  tratadas  con  rotenona,  los  niveles  de  Caspasa‐9  entre  12  y  24  horas  son  muy  similares, 
aumentando  rápidamente  entre  las  24  y  las  48  horas. A  tiempos menores  de  12  horas  no  pudimos 
detectar  actividad  Caspasa‐9  en  cultivos  tratados  con  ACGs  y  rotenona  (datos  no  mostrados).  La 
activación de la cascada de las caspasas por las ACGs ha sido descrita con anterioridad en el tratamiento 
de  células de  leucemia  (HL60)  con  squamocin, donde  se observó  activación de Caspasa‐3  (Zhu  et  al. 
2002).  Igualmente  se ha descrito que  el  tratamiento de neuronas  con annonacin  activa  la Caspasa‐3 
(Yuan et al. 2003). 
La Caspasa‐9 activa a  las Caspasas  ‐3,  ‐6 y  ‐7,  las  cuales activan a  su vez una  serie de endonucleasas 
nucleares (Viswanath et al. 2001), lo cual conduce a las últimas fases de la apoptosis, la condensación de 
la cromatina, la pérdida de la integridad de la membrana plasmática y finalmente la muerte celular. Para 
evaluar el grado de  condensación de  la  cromatina, utilizamos una  sonda  fluorescente Hoechst 33342 
(Ciancio et al. 1988) por su afinidad al ADN.  
Tras el tratamiento con las  ACGs a la concentración de 6.3 µM pudimos ver un aumento palpable de la 
fluorescencia  a  lo  largo  del  tiempo,  indicando  una  mayor  cantidad  de  cromatina  condensada. 
Laherradurin mostró la menor intensidad de señal fluorescente a todos tiempos de incubación, seguida 
de cherimolin‐1 y rotenona. Los tratamientos con motrilin y rolliniastatin‐1 mostraron la mayor cantidad 
de núcleos apoptóticos a tiempos cortos. A  la concentración de 25 µM sólo pudimos ver este efecto a 
tiempos inferiores a 12 horas, pues a partir de ahí empezamos a detectar una disminución significativa 
en la cantidad de fluorescencia. Esto podría ser explicado por el propio efecto citotóxico de las ACGs, ya 
que,  como  pudimos  comprobar  por microscopía  de  fluorescencia,  había menor  número  de  células, 
aunque  todas  ellas mostraban  los  núcleos  fuertemente  teñidos.  Este  efecto  fue más  notable  para 
motrilin y rolliniastatin‐1, ya que fueron las ACGs más potentes. Así, para rolliniastatin‐1 detectamos el 
pico de fluorescencia después de 1 hora de tratamiento, y para motrilin a las 6 horas. La condensación 
de cromatina ocasionada por rotenona había sido ya observada previamente en distintas líneas celulares 
(Li et al. 2003; Bi et al. 2009). Por otra parte, Zhu et al. (2002) describieron la fluorescencia emitida por 
Hoechst 33258 tras el tratamiento de células HL60 con squamocin durante 24 horas, obteniendo núcleos 
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altamente  fluorescentes  que  indicaban  condensación  de  cromatina  y  apoptosis,  aunque  en  dichos 
trabajos no se realizaron estudios cuantitativos. 
Por  otro  lado,  las  membranas  de  las  células  apoptóticas,  a  diferencia  de  las  células  vivas,  son 
permeables a otra sonda intercalante de ADN, YO‐PRO‐1 (Paoluzzi et al. 2008). Así, mediante esta sonda 
pudimos  además medir  el  porcentaje  de  células  apoptóticas  tras  el  tratamiento  con  las  ACGs  y  la 
rotenona. Rolliniastatin‐1 presentó mayor señal de fluorescencia a todos los tiempos y concentraciones 
que  el  resto  de  las  ACGs  o  que  la  propia  rotenona.  Al  igual  que  en  el  ensayo  de  Hoechst  33342, 
rolliniastatin‐1  a  25  µM  mostró  un  descenso  de  fluorescencia  a  partir  de  las  3  horas.  De  forma 
interesante, motrilin también presentó mayor señal de fluorescencia que la rotenona a la concentración 
de 25 µM, efecto que no fue muy marcado a la concentración de 6.3 µM. La señal originada por YO‐PRO‐
1 en células tratadas con cherimolin‐1 y laherradurin a tiempos largos (12 horas) resultó equiparable a la 
señal  obtenida  con  rotenona.  A  tiempos  inferiores  a  12  horas  estas  dos  ACGs  mostraron  señales 
inferiores. 
Como  último  paso  utilizamos  PI  para  evaluar  la muerte  celular  originada  por  estos  inhibidores  del 
Complejo  I mitocondrial.  En  la  última  etapa  de  la  apoptosis  la  célula  ha  perdido  la  integridad  de  la 
membrana plasmática y esto hace que el PI pueda entrar en la célula y se intercale en el ADN, emitiendo 
fluorescencia roja. En esta fase nos encontramos resultados muy parecidos a los originados con Hoechst 
33342  y  YO‐PRO‐1;  rolliniastatin‐1 mostró  una mayor  tasa  de muerte  celular  a  tiempos más  cortos, 
presentando un pico de  fluorescencia a  las 3 horas; motrilin  también originó mayor muerte  celular a 
tiempos más cortos que  las otras dos ACGs o que  la  rotenona. Laherradurin, como había ocurrido en 
todas  las  etapas  anteriores  mostró  también  unos  niveles  inferiores  de  muerte  celular  a  tiempos 
inferiores  a  6  horas,  alcanzando  los mismos  niveles  que  cherimolin‐1  y  rotenona  a  las  12  horas  de 
incubación. 
En  las  últimas  décadas  la  rotenona  ha  sido  utilizada  como  modelo  de  inhibidor  del  Complejo  I 
mitocondrial  y  ha  sido  ampliamente  utilizada  para  el  estudio  de  enfermedades  neurodegenerativas 
como el Parkinson. En diversos estudios se ha reportado que  la  inhibición del Complejo  I de  la cadena 
respiratoria mitocondrial  juega un papel primordial en  la muerte celular  inducida por rotenona (Jenner 
et al. 2001;  Fiskum  et al. 2003). Radad  et al.  (2006)  expusieron  los mecanismos moleculares por  los 
cuales  la  rotenona  puede  originar  neurodegeneración.  Para  ello  utilizaron  cultivos  primarios 
dopaminérgicos y comprobaron que el tratamiento con rotenona a concentraciones muy bajas (20 nM) 
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durante 48 horas producía una disminución del ΔΨm así como un aumento de los niveles de EROs y de 
superóxidos, lo que conducía a la muerte celular. 
Nosotros,  en  la  presente  tesis  doctoral,  utilizando  una  distinta  línea  celular,  HepG2,  derivada  de 
hepatocitos, pudimos determinar y confirmar todos estos efectos originados por la rotenona, aunque a 
concentraciones menores. Igualmente pudimos comprobar en todas estas fases que  las ACGs tenían el 
mismo patrón de generación de muerte celular que la rotenona, lo que posiblemente explica la muerte 
celular selectiva que producen estos compuestos sobre líneas celulares tumorales.  
Como  se  ha  mencionado  anteriormente  en  referencia  a  la  escasa  correlación  existente  entre  la 
inhibición  del  Complejo  I  mitocondrial  y  la  citotoxicidad  originada  por  la  ACGs,  tampoco  pudimos 
observar una clara correlación entre las potencias inhibitorias del Complejo I y la velocidad de aparición 
o las potencias sobre las diferentes etapas relacionadas con la apoptosis. Es de resaltar que la ACG más 
potente frente al Complejo I sea laherradurin, que es la que presentó menor citotoxicidad y la más lenta 
en  todas  las  etapas  de  la  apoptosis.  En  contraposición,  rolliniastatin‐1,  que  mostró  una  potencia 
intermedia en  la  inhibición del Complejo I   fue, sin embargo,  la más rápida y potente en  la mayoría de 
los  casos  (Figura 17 de Resultados). Se podría especular que ello este hecho este  relacionado  con  su 
capacidad de unirse a dos sitios del Complejo I simultáneamente (Tormo et al. 1999) 
No existen muchos trabajos sobre la actividad in vivo de las ACGs. En modelos experimentales murinos, 
los  resultados  señalaron que  su efectividad puede  ser  comparable o  incluso  superior a  la de algunas 
drogas  antineoplásicas.  En  ratones  atímicos  implantados  con  células  de  cáncer  de  ovario  humano 
A2780, rolliniastatin‐2 (bullatacin) inhibió el crecimiento de los tumores en un 68%, y annonacin redujo 
el crecimiento del carcinoma murino de pulmón (LLC) en un 58% (Schlie‐Guzmán et al. 2009). Estudios 
similares  con  rolliniastatin‐1,  cherimolin‐2  y  laherradurin  han  sido  llevados  a  cabo  en  ratones  con 
resultados  igualmente positivos (McLaughlin et al. 2008; Schlie‐Guzmán et al. 2009). Schlie‐Guzmán et 
al.  (2009)  trataron  con  laherradurin  y  cherimolin‐1‐2  a  animales  a  los  que  previamente  se  les  había 
inducido  tumores  con  células  HeLa  y  SW‐480.  Ambas  ACGs  redujeron  el  tamaño  de  los  tumores, 
laherradurin con mayor eficacia que la rotenona o la cherimolin‐2. Un dato relevante, común a todos los 
estudios  in  vivo  hechos  por  distintos  grupos,  fue  que  todos  los  animales  sobrevivieron  a  los 
tratamientos,  lo que  sugiere  la posibilidad de que exista una ventana  terapéutica efectiva para estos 
compuestos. 
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3. ESTUDIO DE CANALES IÓNICOS IMPLICADOS EN SEGURIDAD CARDIACA  
Considerando  su  potencial  como  posibles  agentes  de  utilidad  terapéutica,  es  importante  valorar  los 
posibles efectos adversos que pueden estar asociados a  las ACGs. De hecho, se ha descrito ya algunos 
efectos no deseables producidos por  las ACGs. Por ejemplo, se ha documentado que habitantes de  la 
isla de Gualalupe y otras islas tropicales presentan un forma atípica de la enfermedad de Parkinson que 
podría estar asociada a  la  ingesta continua de frutos e  infusiones de hojas de Annona muricata y otras 
especies  de  Annonaceae  ricas  en  ACGs  (McLaughlin,  2008).  De  hecho,  en  modelos  in  vitro  se  ha 
demostrado que annonacin  induce, entre otros efectos, una redistribución de  la proteína tau desde el 
axón hasta el cuerpo neuronal, reminiscente de procesos neurodegenerativos (Escobar‐Khondiker et al. 
2007).  Nosotros  decidimos  estudiar  otro  tipo  de  efectos  secundarios  que  son  también  clave  en  la 
evaluación de posibles candidatos a fármacos, en concreto, quisimos evaluar la posibilidad de que estos 
compuestos  bloqueen  determinados  canales  iónicos  involucrados  en  el  potencial  de  acción  cardiaco 
(Cav1.2, Nav1.5 y hERG). 
Los fármacos pueden provocar toxicidad cardiaca generando diversos tipos de efectos adversos sobre el 
corazón: arritmias y síndrome de QT  largo adquirido,  insuficiencia cardíaca o hipertensión  (Boza et al. 
2001). Por ello es importante conocer la posible influencia de los candidatos a fármacos en las distintas 
fases del potencial de acción cardiaco. Para este estudio se seleccionaron tres canales  iónicos que son 
habitualmente estudiados en  los procesos de desarrollo de  fármacos en  la  industria  farmacéutica; el 
canal de sodio Nav1.5, responsable de la Fase 0 de despolarización; el canal de calcio Cav1.2 involucrado 
en la Fase 2 de meseta, y el canal de potasio hERG, involucrado en la Fase 3 de repolarización.  
En el caso del canal de sodio cardiaco (Nav1.5), utilizamos un ensayo basado en la técnica de FRET para 
conocer el comportamiento de este canal ante el tratamiento con ACGs y rotenona. Solo tres ACGs de 
configuración  bis‐tetrahidrofuránica  treo/trans/treo/trans/eritro  con  γ‐lactona  α,β  insaturada, 
mostraron tener una influencia significativa sobre este canal, en concreto squamocin, guanaconetin‐3 y 
guanaconetin‐4,  que  presentaron  unas  CI50  entre  2‐10  µM.  Estas  tres  ACGs  tienen  estructuras 
relativamente semejantes, presentando una distribución de radicales OH parecida. El resto de ACGs de 
este  tipo  (guanaconetin‐1,  motrilin  y  rolliniastatin‐1)  que  presentan  estructuras  algo  más  alejadas 
mostraron resultados en este ensayo funcional fueron muy distintos. El valor detectado para squamocin 
resultó comparable a los inhibidores clásicos de este canal (tetrodotoxina y tetracaina). Iso‐rolliniastatin‐
1, rolliniastatin‐1 y laherradurin mostraron una baja actividad sobre este canal, mientras que el resto de 
las ACGs no mostraron actividad a ninguna de las concentraciones estudiadas. Con estos datos pudimos 
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concluir  que  las  ACGs  bis‐tetrahidrofuránicas  resultaron más  afines  sobre  este  canal  que  las mono‐
tetrahidrofuránicas,  las  cuales no presentaron actividad, a excepción de una actividad moderada que 
observamos para gigantetronenin. 
El hecho de que  las ACGs hayan sido descritas como agentes quelantes de Ca2+ (Liaw et al. 2008) y de 
que influyan en el flujo intracelular de este ión, nos condujo a estudiar su efecto sobre el canal de calcio 
de músculo  cardiaco  (Cav1.2).  Inicialmente,  nos  encontramos  con  la  imposibilidad  de  determinar  el 
efecto  de  estos  compuestos  sobre  este  canal  utilizando  un  ensayo  funcional,  pues  no  conseguimos 
curvas  dosis‐respuesta  claras  y  los  resultados  fueron  no  concluyentes.  Estos  resultados  podrían 
explicarse dadas  las propiedades ya mencionadas de estos compuestos como quelantes de calcio, así 
como por  su  influencia en el  flujo dinámico de  calcio que  se genera durante  la  cascada de apoptosis 
entre mitocondria y citosol, dado que  interferiría en  la medición del  flujo de calcio a  través del canal 
Cav1.2.   Por ello, decidimos determinar  la posible  interacción de  las ACGs con  los canales de calcio de 
tipo L mediante otros tres ensayos de unión receptor‐ligando que permitirían evaluar su afinidad para 
cada uno de los tres sitios de unión típicos que presenta este canal.  
De  los resultados pudimos concluir que  las ACGs mostraron afinidad por el canal de calcio, aunque no 
pudimos  identificar  el  sitio específico  al que  se unen en  la mayoría de  los  casos  ya que, en  general, 
fueron capaces de desplazar a los tres ligandos marcados utilizados. Esto se podría explicar por el hecho 
de que los sitios de unión al canal están muy próximos y la unión a uno de ellos puede originar cambios 
conformacionales que afectan a los otros dos. 
En general,  las ACGs bis‐tetrahidrofuránicas adyacentes con  γ‐lactona α,β  insaturada presentaron una 
mayor  afinidad  por  este  canal  que  el  resto  de  familias  de  ACGs.  De  entre  ellas,  guanaconetin‐3  y 
guanaconetin‐4  resultaron  las  más  activas,  con  CI50  inferiores  a  1  µM  en  el  sitio  de  unión  a 
bezotiazepinas. Laherradurin mostró mucha menor afinidad por el sitio de unión de las benzotiazepinas 
que por  los otros dos.  También  cabe  destacar  el  comportamiento de  iso‐rolliniastatin‐1, que mostró 
también  una menor  afinidad  por  el  sitio  de  unión  a  bezotiazepinas  que  por  los  otros  dos  (con  una 
diferencia de un orden de magnitud), mientras que rolliniastatin‐1 mostró una afinidad similar frente a 
los tres sitios de unión. Observamos un efecto similar para annonacin y su forma ‘iso’ frente al sitio de 
unión a dihidropiridinas, pues annonacin mostró una afinidad tres veces superior a iso‐annonacin. 
El conocimiento de  los mecanismos del síndrome conocido como QT  largo ha experimentado grandes 
avances en  los últimos años y ha permitido conocer mejor el efecto proarrítmico de algunos fármacos. 
Discusión 86 
 
La  importancia de este síndrome radica en que el QT  largo se asocia a arritmias ventriculares del tipo 
torsades de pointes que pueden originar síncopes y en ocasiones provocar la muerte súbita. El principal 
canal iónico que ha sido asociado a este tipo de síndrome por su interacción con algunos fármacos es el 
canal  de  potasio  hERG.  Por  ello,  las  autoridades  regulatorias  han  hecho  obligatorio  el  estudio  del 
comportamiento  de  los  posibles  futuros  fármacos  sobre  este  canal.  (International  Conference 
Harmonization Guideline  ICH  S7B: The Nonclinical  Evaluation  of  the  Potential  for Delayed Ventricular 
Repolarization(QT Interval Prolongation). 
Cuando  realizamos  el  ensayo  de  desplazamiento  receptor‐ligando  para  comprobar  si  las  ACGs  eran 
capaces  de  desplazar  al  inhibidor  especifico  del  canal  de  potasio  hERG MK499,  observamos  que,  a 
excepción  de  rolliniastatin‐1,  que  no  presentaba  afinidad  sobre  este  canal,  e  iso‐rolliniastin‐1  y 
almuñequin que  lo hacían  con CI50 de  aproximadamente 30 µM, el  resto de  las ACGs desplazaban  al 
MK499 con CI50 inferiores a 14 µM, presentando la mayoría de ellas unas CI50 inferiores o muy cercanas 
al  control astemizol  (1.3 µM). No  se pudo determinar  la existencia de una  relación evidente entre  la 
estructura de  las ACGs y su afinidad al sitio de unión del canal de potasio hERG, habida cuenta de que 
casi todas ellas mostraron una afinidad relativamente similar. Como mucho, se observó que las formas 
“iso”  de  las  ACGs  mono‐tetrahidrofuránicas  (iso‐annonacin  e  iso‐annonacinona)  mostraron  mucha 
menor afinidad que sus correspondientes formas no translactonizadas (annonacin y annonacinona). La 
otra ACG “iso”  incluida en el estudio,  iso‐rolliniastatin‐1, fue  igualmente poco potente en este ensayo, 
pero en este caso su isómero sin translactonizar (rolliniastatin‐1) fue incluso más débil. 
En todo caso,  la unión  in vitro al canal hERG no aseguraba que  las ACGs  influyeran en  la funcionalidad 
del  canal,  por  lo  que  decidimos  estudiar  el  comportamiento  de  las  cuatro  ACGs  seleccionadas 
(cherimolin‐1, motrilin,  laherradurin y  rolliniastatin‐1)  junto con  la rotenona ante un ensayo  funcional. 
Los  resultados mostraron  que  ninguna  de  las  ACGs  elegidas  bloqueaban  realmente  el  canal  hERG, 
aunque tres de ellas habían mostrado alta afinidad en el ensayo de unión receptor‐ligando (1‐3 µM). La 
rotenona sí presentó una débil influencia en el flujo de iones mediado por el canal, aunque con una CI50 
muy superior a  los controles utilizados en este ensayo  (astemizol). Estos resultados sugieren una baja 
probabilidad de que estos compuestos puedan producir efectos secundarios no deseables debidos a su 
interacción con este canal de potasio hERG.  
Considerando  en  su  conjunto  los  tres  canales  iónicos  estudiados,  en  general,  observamos  un 
comportamiento  similar  de  las  ACGs  sobre  todos  ellos.  Por  ejemplo,  densicomacin  tenía  una menor 
influencia  sobre  los  tres  canales  en  comparación  con  el  otro  miembro  de  la  misma  familia, 
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gigantetronenin. De la misma forma, almuñequin se comportó como un ligando mucho más débil de los 
tres  canales  que  los  otros miembros  de  su misma  familia,  aromin  y  cherimolin‐1.  Pudimos  sacar  en 
conclusión que, con pequeñas excepciones,  las ACGs bis‐tetrahidrofuránicas adyacentes con  γ‐lactona 
α,β  insaturada presentaban una mayor potencia sobre  los tres canales  iónicos estudiados, aunque aún 
teniendo gran afinidad por sus sitios de unión a  ligandos, no bloquearon de forma efectiva ninguno de 
ellos, pues no  influían en el  flujo de  iones a  su  través, en  los  casos en  los que pudimos evaluar este 
parámetro. Las únicas ACGs que mostraron una actividad considerable frente a alguno de estos canales 
fueron squamocin y aromin, que bloquearon el canal de sodio Nav1.5 con una CI50 similar a tetracaína.  
De  los  resultados mostrados  en  la  presente  tesis  pudimos  concluir  que  las ACGs  son  una  familia  de 
compuestos  con  un  perfil  aparentemente  adecuado  para  el  desarrollo  de  futuros  fármacos 
antitumorales, no  solo por  su  amplia diversidad química,  su potente  actividad  y  su distinto perfil de 
acción sobre las líneas tumorales, sino porque a las concentraciones a las que causan muerte celular, no 
se  detectaron  efectos  en  los  canales  de  sodio,  calcio  y  potasio  cardiacos,  por  lo  que  no  originarían 
efectos  secundarios  adversos  sobre  el  corazón.  Por  supuesto,  cualquier  fármaco  necesita  cumplir 
muchas otras características farmacocinéticas y farmacodinámicas que en el caso de estos compuestos 
no se han estudiado, pero los datos existentes hasta la fecha al menos son prometedores. 
Por otro lado, los datos obtenidos nos han permitido también determinar que las ACGs tienen afinidad 
por el sitio de unión a benzotiazepinas del canal de calcio Cav1.2, por lo que podríamos hipotetizar que 
igualmente podrían tener algún efecto sobre el Receptor Periférico de Benzodiazepinas (PRB) del PPTM 
y/o  sobre  el  intercambiador  Na+/Ca2+  de  la  mitocondria,  al  igual  que  ha  sido  descrito  para  otros 
inhibidores del canal de calcio de tipo L (Mestre et al. 2002; Mohammed et al. 2004). Se ha descrito que 
las benzodiazepinas y algunas fenilalquilaminas son capaces de modular el  intercambiador Na+/Ca2+ de 
la mitocondria  (Ferrari  et  al.  1191;  Visch  et  al.  2004).  Así,  las  ACGs  podrían  estar  influyendo  en  la 
homeostasis del Ca2+ a través de un posible efecto sobre el PRB o sobre el  intercambiador Na+/Ca2+, y 
podría  especularse  incluso  que  esto  tuviera  relación  con  las  distintas  cinéticas  de  los  procesos 
apoptóticos observada para  las diferentes ACGs. Por ejemplo, hemos descrito aquí que  laherradurin es 
más lenta en producir efectos apoptóticos sobre la mitocondria, aunque una vez que los causa produce 
muerte celular a los mismos niveles que, por ejemplo, rolliniastatin‐1, que produce efectos apoptóticos 
a tiempos más cortos. Ambas ACGs presentaron un distinto comportamiento frente al canal de calcio, 
rolliniastatin‐1  mostró  más  afinidad  que  laherradurin,  en  particular  por  el  sitio  de  unión  a 
benzotiazepinas.  Por  tanto  las  ACGs,  además  de  inhibir  el  Complejo  I  mitocondrial,  podrían  estar 
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afectando a otras vías metabólicas relacionadas con la homeostasis del calcio, y esto podría influir en su 
comportamiento como compuestos citotóxicos. 
A pesar de la falta de estudios in vivo más rigurosos, las ACGs contenidas en extractos de plantas ricas en 
estos  compuestos,  como  el  paw  paw  (Asimina  triloba),  han  sido  utilizadas  sobre  seres  humanos  en 
diversas áreas, por ejemplo como champú en tratamientos de pediculosis (McCage et al. 2002), o como 
una combinación de hierbas medicinales para eliminar parásitos intestinales (Para‐Cleanse w/Paw Paw, 
Nature’s  Sunshine  Products).  El  hecho  de  que  los  frutos  del  paw  paw,  que  contienen  cantidades 
apreciables de diversas ACGs, hayan sido consumidos de forma tradicional durante siglos sin aparentes 
efectos  nocivos,  y  que  los  extractos  de  esta  planta  a  dosis  altas  tengan  un  efecto  emético  (lo  que 
previene  la toxicidad aguda en caso de sobredosis), facilitó que  la FDA permitiera su uso experimental 
en humanos. De esta  forma, en Nevada, donde  la  ley permite el uso de nuevos  fármacos que no han 
pasado  ensayos  de  seguridad  en  pacientes  terminales  de  cáncer,  se  utilizaron  estos  extractos  en 
pacientes  con  cáncer  avanzado de mama, pulmón, próstata,  linfático  y  colorectal. Aparentemente  el 
producto  fue efectivo,  reduciendo el  tamaño de  los  tumores y  los niveles de antígenos  tumorales en 
sangre,  además  de  inhibir  metástasis  y  producir  un  aumento  de  la  supervivencia,  sin  observarse 
anomalías en la función del hígado, riñón o médula ósea (McLaughlin et al. 2008). En 2003 el producto 
fue  introducido  en  el  mercado  en  EEUU  como  suplemento  dietético  (Paw  Paw  Cell  Reg,  Nature’s 
Sunshine  Products),  aunque  estas  propiedades  terapéuticas  no  se  señalan  de  forma  explícita  por  el 
fabricante, por razones legales. 
En general, como hemos descrito, en base a los resultados obtenidos en la presente tesis y a los estudios 
realizados  por  otros  grupos,  las  ACGs  presentan  un  claro  potencial  como  posibles  fármacos 
antitumorales. Debido a la gran cantidad de ACGs existentes y a su diversidad estructural, es necesario 
un estudio exhaustivo de esta familia con el fin de seleccionar más potentes, con mejor farmacocinética 
y  que  causen  los  menores  daños  adversos  a  las  concentraciones  terapéuticas,  que  podrían  ser 
optimizadas  mediante  modificaciones  químicas.  Hasta  el  momento  los  estudios  realizados  por  los 
diversos  grupos  de  investigación  hacen  difícil  extraer  unas  conclusiones  generales  al  haber  utilizado 
distintas  líneas tumorales y distintas ACGs. En cualquier caso, para poder hacer efectivo este potencial 
es  indispensable realizar además un buen número de estudios con modelos  in vivo que respondan no 
sólo a preguntas relacionadas con su seguridad y farmacocinética, sino también que ayuden a discernir 
los tipos de tumores contra los que podrían ser más eficaces.  
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1. Las  ACGs  de  Annonaceas  estudiadas mostraron  actividad  citotóxica  frente  a  todas  las  líneas 
tumorales ensayadas, con potencias del mismo orden o superiores a  las de fármacos utilizados 
en quimioterapia  como  la doxorrubicina o  la actinomicina D.  En  general,  la  línea  celular más 
sensible a las ACGs de Annonaceas fue la derivada de carcinoma hepatocelular (HepG2), seguida 
de la línea de adenocarcinoma de mama (MCF‐7). Por el contrario, la línea celular de carcinoma 
de pulmón (A549) fue en general la más resistente a estos compuestos.  
2. Las ACGs  presentaron  en  general  una  potente  actividad  citotóxica  sobre  la  línea  tumoral  de 
utero con multiresistenca a fármacos (MES‐SA/Dx5). En el caso de rolliniastatin‐1, esta actividad 
fue  significativamente más  potente  que  frente  a  la misma  línea  celular  sensible  a  fármacos 
(MES‐SA). 
3. Algunas de las ACGs ensayadas mostraron cierta selectividad en líneas tumorales con respecto a 
las  no  tumorales.  La  selectividad  fue  especialmente  significativa  frente  a  la  línea  tumoral  de 
pulmón (A549) y en menor medida frente a la línea de glándula mamaria tumoral (MCF‐7).  
4. No  se  observó  para  las  ACGs  ensayadas  una  correlación  clara  entre  estructura  química  y 
actividad  biológica  en  el  ensayo  de  citotoxicidad,  aunque  se  observaron  algunos  patrones 
comunes para algunas de ellas de estructura química afín. Por ejemplo,  las  formas  “iso”  (iso‐
rolliniastatin‐1,  iso‐annonacin  e  iso‐annonacinona)  mostraron  una  potencia  similar  sobre  las 
líneas  tumorales  con  respecto  a  sus  correspondientes  ACGs  sin  translactonizar,  y  una 
citotoxicidad significativamente menor sobre la línea celular sana de pulmón (CCD 16Lu). 
5. No  se  observó  correlación  entre  la  potencia  de  las  ACGs  en  la  inhibición  del  Complejo  I 
mitocondrial  en  partículas  sub‐mitocondriales  de  corazón  de  ternera  y  los  resultados  de 
citotoxicidad  en  líneas  tumorales  humanas.  Por  ejemplo,  cherimolin‐1,  que  es mucho menos 
potente  que  laherraudirin  como  inhibidor  del  Complejo  I,  presento  en  general  una  mayor 
actividad citotóxica, de manera particularmente notable sobre la línea HepG2. 
6. Las cuatro ACGs seleccionadas para los estudios detallados (laherradurin, motrilin, rolliniastatin‐
1  y  cherimolin‐1)indujeron muerte  celular  activando  la  vía  apoptótica mitocondrial  de  forma 
semejante  a  como  había  sido  descrita  previamente  para  la  rotenona.  Todos  los  eventos 
monitorizados  en  el  presente  estudio  que  han  sido  caracterizados  como  parte  de  la  cascada 
apoptótica mitocondrial fueron inducidos por las ACGs con intensidades y tiempos de respuesta 
diferentes. 
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7. No hubo correlación entre la potencia en la inhibición del Complejo I y la velocidad de aparición 
de los eventos de la cascada apoptótica o la intensidad de los mismos. En general, rolliniastatin‐
1 (sitio A/B) fue más rápida en  la  inducción de  la mayoría de estos fenómenos y/o produjo  los 
efectos más  intensos, seguida por motrilin (sitio B), mientras que  laherradurin (sitio B) fue más 
lenta en todos los casos. La excepción más notable a esta tendencia general fue la activación de 
la actividad Caspasa‐9, que en el caso de cherimolin‐1 (sitio A) fue mucho más intensa que para 
el resto de ACGs ensayadas. 
8. Sí se observó correlación entre la velocidad de aparición de los eventos de la cascada apoptótica 
y  la  velocidad  a  la  que  se  desencadenaba  citotoxicidad  o muerte  celular.  Así,  laherradurin,  
resultó  ser  la ACG más  lenta  en ocasionar muerte  celular, que  sólo pudo observarse  tras  24 
horas  de  incubación.  Sin  embargo  rolliniastatin‐1,  produjo  muerte  celular  ya  claramente 
observable tras 1 hora de tratamiento a las mismas dosis. 
   
9. Las ACGs estudiadas mostraron cierta afinidad    in vitro por el canal de potasio hERG, pero no 
bloquearon el flujo de iones en ensayo funcional. También mostraron afinidad por los canales de 
calcio Cav1.2, pero  su actividad en ensayo  funcional no pudo  ser  caracterizada. En el ensayo 
funcional de sodio Nav1.5, pese a que algunas de  las ACGs ensayadas presentaron actividad a 
concentraciones comparables a los controles (particularmente squamocin y aromin), la mayoría 
de ellas no mostraron actividad significativa. Por ello podemos indicar que las ACGs presentarían 
un perfil de seguridad cardiovascular aparentemente adecuado para su posible desarrollo como 
futuros fármacos antitumorales.  
10. En  general,  las  ACGs  presentaron  un  claro  potencial  como  posibles  fármacos  antitumorales, 
resultando justificado el estudio exhaustivo de cada miembro de esta familia de compuestos, así 
como  de    los mecanismos  de  acción  de  sus  actividades  biológicas  con  el  fin  de  determinar 
aquellas más potentes, con mejor  farmacocinética y que causen  los menores daños adversos, 
pudiendo  considerarse  claramente  posibles  candidatos  a  procesos  de  optimización  en  el 
desarrollo de futuros fármacos. 
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